Caractérisation biophysique d'un pore membranaire constitutif du réticulum endoplasmique des hépatocytes de rat by Hopulele, Ioana
:2 3ô g2
Université de Montréal
Caractérisation biophysique d’un pore membranaire constitutif du réticulum
endoplasmique des hépatocytes de rat
par
loana Hopulele
Département de physique
Faculté des arts et des sciences
Mémoire présenté à la Faculté des études supérieures
en vue de l’obtention du grade de Maitre ès sciences (M.Sc.) en physique
option biophysique et physiologie moléculaires
Mars, 2006
“D
‘t’
r.
V
fl
Université
de Montréal
Direction des bibliothèques
AVIS
L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement è des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renséignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of thïs thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any loss of
content from the document.
11
© loana Hopulele, 2006
Université de Montréal
Faculté des études supérieures
Ce mémoire intitulé
Caractérisation biophysique d’un pore membranaire constitutif du réticulum
endoplasmique des hépatocytes de rat
présenté par:
loana Hopulele
a été évalué par un jury composé des personnes suivantes:
Jean-Yves Lapointe. président-rapporteur
Alfred Berteloot. directeur de recherche
Jean-Louis Schwartz, membre du jury
111
Résumé
Un élément clé dans la régulation des flux du glucose produit par le foie est
le système glucose-6-phosphatase qui catalyse Fhydrolyse du glucose-6-phosphate en
glucose et en phosphate. Une composante possible de ce système est un transporteur
de glucose qui n’est pas encore connu. Il y a deux hypothèses concernant la structure
et la fonction de cette protéine (a) l’existence d’un transport saturable de glucose à
travers un canal spécifique de type GLUT et (b) l’existence d’un pore non spécifique.
Ce mémoire apporte de nouvelles preuves qui confirment la dernière
hypothèse. Le transport d’eau. de différents sucres (glucose, sucrose, glucose-6-
phosphate, maimose-6-phosphate, mannitoL raffinose) et des ions (sodium,
potassium, phosphate) a été étudié à l’aide de plusieurs techniques (la diffusion
lumineuse, la filtration rapide et l’électrophysiologie en bicouches lipidiques planes).
Nos résultats (faible énergie d’activation du transport d’eau et de glucose, inhibition
du transport de glucose et des ions par le sucrose et par d’autres sucres) montrent que
plusieurs sucres et ions pénètrent à l’intérieur du réticulum endoplasmique à travers la
même structure protéique de type pore.
Mots clés glucose. glucose-6-phosphatase, eau, transport, électrophysiologie.
bicouches lipidiques planes, diffusion lumineuse, microsornes, foie.
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Abstract
A key element in the regulation of glucose transport is glucose-6-phosphatase
which catalyses the hydrolysis of glucose-6-phosphate in glucose and phosphate. A
putative component of the G6P-ase system is a glucose transport protein that bas yet
to be identified. There are two hypotheses as regards the structure and the function of
this transporter: (j) the existence of saturable glucose transport through a specific
GLUT-type charrier and (ii) the existence of a non-specific pore.
This master dissertation brings new evidence supporting the last hypothesis.
The transport of water, of different sugars (glucose, sucrose, glucose-6-phosphate,
rnannose-6-phosphate, mannitol, raffinose), and of ions (sodium, potassium,
phosphate) was studied using several techniques (light-scattering, rapid filtration, and
planar lipid bilayers). Our results (10w activation energies for water and glucose
transport, inhibition of glucose and ion transport by sucrose and other sugars) show
that a number of sugars and ions enter the endoplasmic reticulum through the same
pore-type structure.
Keywords: glucose, glucose-6-phosphatase, water, transport, electrophysioÏogy,
planar lipid bilayers, light-scattering, microsomes, liver.
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CHAPITRE I
INTRODUCTION
1.1. Le système glucose-6-phosphatase (G6P-ase) hépatique
1.1.1. Importance de la G6P-ase hépatique
Le foie joue un rôle important dans l’homéostasie du glucose sanguin en
assurant la régulation des voies métaboliques qui permettent la fabrication de glucose
(néoglucogenèse), son hydrolyse (glycogénolyse) et son stockage sous forme de
glycogène (glycogenèse) (Fig. 1.1) (1). Quand il y a une grande concentration de
glucose dans le sang, le gradient favorise l’entrée du glucose à l’intérieur des
hépatocytes où il est converti en glucose-6-phosphate (G6P) par la glucokinase, puis
stocké sous forme de glycogène.
Quand la concentration dans le sang baisse, le foie produit du glucose qui
passe à l’extérieur des cellules grâce à une protéine de type GLUT (transporteur
facilité de glucose) (2) de faible affinité, GLUT 2, qui est exprimée dans les
hépatocytes et les cellules pancréatiques 13, de même que dans les cellules
épithéliales rénales et intestinales. Parce que son KM (constante de Michaelis-Menten)
est grand, la vitesse de transport de GLUT 2 dépend de la concentration de glucose de
façon pratiquement linéaire. Dans la membrane plasmique des hépatocytes existe
aussi une autre voie de transport de glucose que GLUT 2 puisque, dans le cas des
2souris KO (knock out - souris chez qui un gène donné a été effacé), la production de
glucose reste normale (3, 4). Dc même, le transport transépithélial de glucose dans
l’intestin n’est pas influencé par l’absence de GLUT 2 mais est arrêté par S404$, un
inhibiteur de la G6P-ase. Ceci indique qu’une voie de transport présentement
inconnue est couplée avec la phosphorylation du glucose et avec son transfert dans le
réticulum endoplasmique (RE) (5). Les auteurs de ces articles ont proposé que le
transport aurait lieu par un mécanisme de trafic membranaire.
Un élément clé dans la régulation des flux du glucose produit par le foie (Fig.
1.1) est la G6P-ase qui a une position déterminante parce qu’elle catalyse les étapes
finales des deux voies métaboliques produisant le glucose, soit la néoglucogenèse et
Synthèse hépatique du glucose
Glucose
GLUT2
Glucose Réticulcim
EndopLismiqcic
(RE)
G6P
f
Chcogenc
Fig. 1.1. Voies principales impliquées dans le métabolisme hépatique du glucose.
Adapté de Burcheli (6).
3la glycogénolyse. Dû à son rôle dans le métabolisme du glucose, la G6P-ase est une
cible potentielle dans le traitement du diabète. La surexpression de la G6P-ase dans le
foie ou dans le pancréas de souris induit un état prédiabétique et de résistance à
l’insuline (7, 8). En plus, chez les patients souffrant de diabète de type 2, l’activité de
la G6P-ase est augmentée par rapport à l’état physiologique normal (9).
La G6P-ase est localisée exclusivement dans la membrane du RE surtout dans
le foie, le rein et le pancréas (10), mais elle a été trouvée aussi dans l’intestin (11) et
dans le cerveau (12). Le rôle principal de la G6P-ase est d’hydrolyser le G6P en
glucose et phosphate (réaction 1 .1) mais, in vitro, elle peut aussi catalyser d’autres
réactions enzymatiques (13)
Glucose-6-P + 1120 —* Glucose + Pi (1.1)
Mannose-6-P + J-120 — Maimose + Pi (1.2)
Pyrophosphate + 1120 —* 2 Pi (1.3)
Carbamoyl-P + F120 —* P + NH3 + C02 (1.4)
Pyrophosphate + Glucose —*Glucose-6-P + P (1.5)
Carbamoyl-P + Glucose —* Glucose-6-P + NH3 + C02 (1.6)
Glucose-6-P + {‘4CjGlucose —* [‘4C]G6P + Glucose (1.7)
1.1.2. Composantes du système G6P-ase
À ce jour, seulement deux protéines du système G6P-ase ont été identifiées.
La subunité catalytique (P36) est une protéine de 36 kDa. La structure proposée pour
cette protéine consiste en neuf hélices Œ transmembranaires avec les extrémités N et
4C-terminales respectivement situées dans la lumière du RE et dans le cytoplasme, les
résidus essentiels pour l’activité enzymatique (Lys76, Arg83, Ris’19, Arg’70, Ris’76) se
trouvent du côté luminal (14, 15, 16). Pendant la catalyse, un intermédiaire enzyme-
phosphate est formé par la phosphorylation d’un résidu Ris. La protéine P36 contient
aussi trois sites potentiels de glycosylation (17).
Une deuxième composante (P46) du système G6P-ase est une protéine de 46
kDa qui présente une homologie de 20% avec le transporteur bactérien de G6P UhpT
et de 29% avec le récepteur bactérien de G6P UhpC (18). Sa structure pourrait
consister en dix segments transmembranaires dont les extrémités N et C-terminales
seraient situées dans le cytoplasme. Différentes isoformes de cette protéine se
trouvent dans le foie (ci), le cerveau (f3) et les leucocytes humains (y et ) (12).
Les maladies génétiques associées au système G6P-ase sont les glycogénoses
de type I (“glycogen storage disease I” ou GSD-I). Initialement, suite à des analyses
biochimiques et cliniques, elles ont été classées en cinq groupes (GSD-Ia, IaSP, lb, Ic
et TU), chacune étant associée aux différentes protéines du système G6P-ase soit,
respectivement, la sous-unité catalytique, la protéine stabilisatrice éventuelle (SP pour
“stabilizing protein”) et les transporteurs éventuels de G6P, de phosphate et de
glucose (19, 20). Cette classification, qui renforce l’hypothèse concernant l’existence
de transporteurs spécifiques de phosphate et de glucose dans la membrane du RE, a
été contredite par des analyses génétiques qui ont prouvé que toutes les GSD sont
causées par des mutations dans P36 ou P46. Actuellement, on reconnaît donc
seulement deux types de GSD (21): GSD-Ia, induite par des mutations dans P36 et
représentant approximativement 80% des cas de GSD, et GSD-Ib (ou I-non-a) causée
par des mutations dans P46 rendant compte des 20 % restants des cas de GSD.
51.1.3. Latence de la G6P-ase et interprétations
L’activité de la G6P-ase dépend de l’intégrité membranaire (13). Sur microsomes
intacts, elle catalyse presque spécifiquement l’hydrolyse de G6P, la vitesse
d’hydrolyse de maimose-6-phosphate (M6P) étant dix fois plus faible que celle de
G6P. Le traitement des microsomes avec des détergents augmente la capacité de la
G6P-ase à catalyser les réactions d’hydrolyse de G6P (qui est deux fois plus rapide)
et de M6P (qui est 10-15 fois plus rapide). Une enzyme dont l’activité est stimulée
par la perméabilisation de la membrane avec des détergents est dite latente. Toutefois,
un effet similaire est obtenu par traitement avec les histones II A qui stimulent aussi
l’activité de la G6P-ase, mais sans perméabiliser les microsomes (22). L’effet de
certains inhibiteurs dépend aussi de l’intégrité membranaire des microsornes. Le 4,4’-
diisothiocyanostilbene-2,2 ‘ -disulfonate (DIDS) (23), la phlorizine et l’acide
chlorogénique inhibent l’activité de la G6P-ase seulement sur des microsornes intacts.
Par contre, le vanadate agit sur microsomes intacts ou perméabilisés (24).
Actuellement, il y a trois modèles proposés pour expliquer la structure et le
fonctionnement du système G6P-ase: le modèle de transport du substrat, le modèle
combiné de flexibilité conformationnelle et de transport du substrat (25) et le modèle
hystérétique. Selon le premier modèle, le système G6P-ase est formé d’un
transporteur spécifique (T ou P46) qui permet l’entrée du G6P dans la lumière du RE
(26), une enzyme plutôt non-spécifique (P36) avec le site actif localisé sur la face
luminale de la membrane du RE (27), et deux transporteurs spécifiques T2 et T3 qui
permettent respectivement la sortie de phosphate et de glucose (fig. 1.2). Le
6transporteur spécifique de glucose T3 (28, 29), identifié tout d’abord en tant que
protéine de type GLUT (GLUT 7), a ensuite été reconnu n’être qu’un artefact de
clonage (30).
Dans ce modèle, la latence de la G6P-ase serait expliquée par le fait que le
M6P ne peut pas entrer dans les microsomes intacts à cause de la spécificité du
transporteur T1 pour le G6P. Sur microsomes traités avec des détergents, cette étape
de transport serait court-circuitée et le M6P aurait accès à la lumière du RE où il
serait hydrolysé par l’enzyme non-spécifique. De plus, puisque l’activité d’hydrolyse
G6P0
G6Pase
G0 P0
Fig. 1.2. Système G6P-ase selon le modèle du transport de substrat. G6P-ase — l’unité
catalytique de la glucose-6-phosphatase, T1. T2, T3 — transporteurs de G6P, phosphate
et glucose, k, k11, keG, — constantes de premier ordre utilisées pour décrire le
transport et l’hydrolyse de G6P et l’efflux de glucose et de phosphate, les indices o et
i font référence au milieu d’incubation et à l’espace intramicrosomal. Tiré de Xie et
coll. (31).
7du G6P est augmentée deux fois par les détergents, le transport de G6P constituerait
l’étape limitante du processus. Le fait que l’enzyme et le transporteur T1 sont
considérés indépendants dans ce modèle permettrait d’expliquer pourquoi certains
inhibiteurs sont efficaces seulement sur des microsomes intacts par leur effet sur T.
Par contre, l’effet des histones II A, de même que le fait que pendant le
développement (avant l’âge d’un jour) et après le traitement avec la triarncinolone
l’activité de la G6P-ase se produit dehors et pas à l’intérieur de microsomes (32), ne
peuvent pas être expliqués à partir de ce modèle.
L’hypothèse de base du second modèle est que la G6P-ase possède à la fois la
capacité de catalyser plusieurs réactions grâce à son site actif enfoui dans la bicouche
lipidique, et la capacité de transporter les substrats et les produits des réactions vers la
lumière du RE ou vers la cytoplasme à travers des canaux qui relient la poche
hydrophile où se trouve le centre catalytique aux compartiments interne et externe du
RE (Fig. 1.3) (31, 33). L’efflux de glucose à travers une protéine qui n’est pas de type
GLUT est indépendant de l’hydrolyse de G6P. Xie et coll. (31) proposent que cette
protéine soit un pore non-spécifique qui assure l’efflux de seulement 10% du glucose,
le reste étant libéré directement dans le cytoplasme par la G6P-ase. Le phénomène de
latence serait le résultat d’un changement de conformation de l’enzyme induit par
l’ajout de détergent ou d’histones II A. L’existence d’une protéine auxiliaire,
possiblement P46, qui pourrait agir comme un récepteur de G6P, expliquerait l’effet
de certains inhibiteurs spécifiques de la G6P-ase sur microsomes intacts. Ce modèle
est aussi confirmé par les résultats de Hiraiwa et coll. (34) qui montrent que le
transport et l’hydrolyse du G6P sont étroitement liés. La transfection de l’une ou
l’autre des protéines P36 ou P46 (le transporteur éventuel de G6P selon le modèle de
$transport de substrat) dans des cellules COS ne permet pas d’observer de transport du
G6P puisque les microsomes préparés à partir de ces cellules n’accumulent pas de
radioactivité suite à une incubation en présence de G6P marqué. Seule la co
transfection de P36 et de P46 permet l’accumulation de radioactivité.
T cmsar
rr€,’,a
Fig. 1.3. Système G6P-ase selon le modèle combiné de flexibilité conformationnelle
et de transport de substrat. Vh — vitesse d’hydrolyse; kDl, kD2, kD3 — constantes qui
caractérisent la perméabilité de transporteur au G6P, glucose et phosphate, keD, ke
constantes qui caractérisent le transport de glucose et de phosphate à travers le pore,
o, m, i — indices qui font référence au milieu d’incubation, à la poche hydrophile et à
l’espace intramicrosomal. Tiré de Xie et coli. (31).
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9Fulceri et col!. (23) ont montré qu’il y a un transport de G6P en présence de
vanadate, un soluté qui inhibe l’hydrolyse de G6P, mais la concentration utilisée (100
tM) est beaucoup plus faible que celle qui empêche complètement l’hydrolyse (5
mM selon Xie et cou. (31)). En plus, il existe une homologie entre UhpT et P46 qui
suggère la possibilité d’un contre-échange P04/G6P, hypothèse qui a été testée par
Xie et col!. (31) avec un résultat négatif
Un autre argument qui contredit le modèle du transport du substrat et qui est à
la base du modèle hystérétique est l’existence d’un “burst” pré-stationnaire de
production de glucose (décroissante exponentielle de la vitesse d’hydrolyse vers une
vitesse stationnaire). La vitesse d’hydrolyse au tout début de cette période pré-
stationnaire sur microsomes intacts est égale à la vitesse d’hydrolyse du G6P sur
microsomes traités aux détergents. Berteloot et coll. (33, 35) ont proposé l’hypothèse
supplémentaire que la G6P-ase pourrait avoir deux conformations avec des propriétés
de transport différentes (fig. 1.4). En absence de détergents et pendant les toutes
premières millisecondes de mesure du transport sur microsomes intacts, la G6P-ase a
une conformation (Et) qui permet un transport de G6P deux fois plus rapide que dans
l’état stationnaire. Ce conformère de la G6P-ase transporte aussi le M6P. Le passage
vers l’état stationnaire (E2) se fait par une transition hystérétique pendant laquelle la
vitesse de transport et la spécificité de substrat de la G6P-ase changent suite au
changement de conformation. Cette transition hystérétique réversible pourrait être
modulée par la protéine P46 (36).
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1.1.4. Cinétiques rapides du système G6P-ase et transport du G6P
Le désaccord majeur entre les différents modèles du système G6P-ase est que
le modèle du transport du substrat suppose que le G6P a accès à la lumière du RE
sans être hydrolysé. Donc, l’existence d’un “pooi” intramicrosomal de G6P
prouverait la justesse de ce modèle, mais les techniques utilisées dans l’étude du
système G6P-ase ne permettent pas de distinguer le G6P des produits de son
hydrolyse (le glucose et le phosphate). Par conséquent, les études à l’état stationnaire
G6P, M6P
Histone-HA activated
(“detergent-like”)
conformer
9
Slow Isomerisation
(time constant r =1/a)
Fig. 1.4. Modèle hystérétique du système G6P-ase. Selon Berteloot (communication
personnelle).
G6P
“Steady-state”
(latent)
conformer
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ne peuvent pas apporter suffisamment d’informations pour pouvoir caractériser le
fonctionnement du système G6P-ase.
L’étude des cinétiques rapides de la G6P-ase apporte de nouvelles
informations sur la dynamique du système. Les expériences en “stopped-flow” de
Zakim et col!. (37) ont montré qu’il n’y a pas de différence entre les microsomes
intacts et perméabilisés au tout début de la réaction en ce qui concerne le transport du
G6P, ce qui a été confirmé par les expériences de Berteloot et col!. (35). L’utilisation
d’un appareil à prélèvements et à filtration rapide (35) a permis de déterminer que
l’accumulation de radioactivité, provenant du 14C-G6P ou du produit d’hydrolyse, le
14C-glucose, suit une cinétique bi-exponentielle caractérisée par: (a) une phase
initiale rapide avec un t112 (temps demi) de 4 s et une vitesse initiale égale à la vitesse
stationnaire d’hydrolyse sur microsomes perméabilisés et (b) une phase plus lente
avec un t112 de 40 s et une vitesse stationnaire deux fois plus faible que celle sur
microsomes perméabilisés. La phase lente de captation du glucose a un t112 identique
à celui du transport de glucose mesuré soit directement, soit par son efflux suite à
l’inhibition de l’hydrolyse du G6P.
Les solutions analytiques décrivant l’accumulation du glucose à l’intérieur des
microsomes et obtenues à partir du modèle de transport du substrat ou du modèle de
flexibilité conformationnelle ne sont pas compatibles avec les données
expérimentales (35). Le seul modèle qui permette de rendre compte des résultats des
études de cinétique rapide est le modèle hystérétique qui propose l’existence de deux
états conformationnels de l’enzyme, ce qui explique le synchronisme entre la phase
rapide d’accumulation intravésiculaire de glucose et la phase de burst dans
l’hydrolyse du G6P.
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Une conclusion importante qui résulte de l’analyse des cinétiques rapides est
que seulement 10 % du glucose produit par l’hydrolyse du 06P est transporté à
l’intérieur des microsomes ce qui implique que le transport du G6P n’est pas un pré-
requis à son hydrolyse.
1.2. fonctions de transport des microsomes
1.2.1 .Techniques générales d’étude
La localisation du système G6P-ase dans le RE a des conséquences
importantes pour son étude. Le transport du glucose et d’autres solutés d’importance
biologique dans le RE est beaucoup plus difficile à caractériser que le transport à
travers la membrane plasmique (3$). Les caractéristiques cinétiques des protéines
membranaires qui assurent le transport facilité de glucose peuvent être déterminées
par des mesures d’influx et defflux de glucose radioactif dans des ovocytes qui
expriment ces protéines ou dans des cellules qui possèdent naturellement des
transporteurs de glucose. Ces techniques ne peuvent pas être employées dans le cas
du transport dans un compartiment intracellulaire comme le RE. Ainsi, les principales
approches expérimentales utilisées dans l’étude du système G6P-ase sont la technique
de diffusion lumineuse (light-scattering) et la technique de filtration rapide (fast
sampling) utilisant toutes les deux des vésicules de RE.
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Le principe de base des expériences de diffusion lumineuse est présenté dans
la figure 1.5. Une suspension de vésicules et un soluté dont le transport est étudié sont
mélangés en rapport de 1 :1 dans une cuvette. L’intensité de la lumière diffusée est
enregistrée avec un photomultiplicateur. Comme montré dans la figure 1.5, dans le
cas d’une substance perméante, l’intensité de la lumière augmente rapidement et
baisse ensuite. L’augmentation rapide est déterminée par le rétrécissement des
microsomes causé par la sortie d’eau suite au choc hyper-osmotique. La baisse plus
lente représente le regonflement des microsomes déterminé par l’entrée du soluté
perméant accompagnée par un influx d’eau. Dans le cas d’une substance
imperméante, après l’augmentation initiale, l’intensité de la lumière est constante
dans le temps.
La technique de filtration rapide (Fig. 1.6.) comporte trois étapes : (a)
l’injection des vésicules dans une chambre d’incubation qui contient le substrat
soluté
Imperméant
soluté
Gb
-Gb
E
900
lumière diffusée
Fig. 1.5. Principe de base de la technique de diffusion lumineuse.
temps
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radioactif et d’autres substances (tampon, inhibiteurs, etc.), (b) l’arrêt du transport
avec une solution qui contient éventuellement un inhibiteur spécifique de la voie de
transport étudiée et (e) l’étape de filtration et de lavages, nécessaire pour enlever la
radioactivité en excès.
Les filtres sur lesquels se trouvent les vésicules contenant à l’intérieur le
substrat radioactif sont introduits à la fin de l’expérience dans un compteur à
scintillation.
Microsomes +Substrat radioactif
I
Incubations à temps variables
filtres en nitrate de cellulose
Excès de radioactivité
Fig. 1.6. Principe de base de la technique de filtration rapide. Tiré de notes du cours
PSL-6021 d’Alfred Berteloot.
Compteur à scintillation
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1.2.2. Transport du phosphate sur microsornes
Le transport du phosphate dans le RE n’est pas aussi bien caractérisé que celui
à travers la membrane plasmique (39). Dans la littérature, on trouve un article (40)
qui décrit l’identification dune protéine du RE qui transporte le phosphate et le
pyrophosphate. La preuve invoquée est que la protéine identifiée et purifiée fait partie
du système G6P-ase puisqu’elle est absente chez les patients atteints de glycogénose
de type Ic, maladie génétique supposément associée au transporteur T2. Cependant,
on a démontré depuis que toutes les glycogénoses sont causées par des mutations de
P36 ou de P46. En plus, dans un article postérieur (41). un des auteurs de l’article
précédent écrit que les transporteurs T2 et 13 sont très peu caractérisés. D’autres
techniques ont quand même apporté des informations sur le transport de phosphate.
Les mesures d’activité enzymatique d’Arion et coll. (42) montrent que
l’hydrolyse du G6P est inhibée de façon compétitive par le PP et le carbamoyl-P sur
des microsomes perméabilisés, mais non compétitive sur des microsomes intacts. Le
carbamoyl-P est par contre un inhibiteur compétitif de l’hydrolyse du PP sur
microsomes perméabilisés et intacts. En plus, les inhibiteurs du transport de G6P
phlorizine (42) et DIDS (43) n’agissent pas sur l’hydrolyse du PP. Ces résultats
suggèrent l’existence d’un transporteur distinct de celui de G6P qui assurerait l’accès
de P. PP1 et carbamoyl-P à l’intérieur des microsomes.
La perméabilité des microsomes au phosphate a été investiguée à des
concentrations variant entre O et 100 mM. Les résultats de Xie et coll. (31) obtenus
par la technique de filtration rapide montrent des ti,2 constants d’environ 20 s sur cet
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intervalle de concentration, donc le transport n’est pas saturable. L’efflux de
phosphate a été mesuré sur des microsomes préincubés en présence de 32P-G6P suite
à l’ajout de vanadate. un inhibiteur de la G6P-ase. Il a été montré que le transport est
symétrique avec des vitesses d’influx et d’efflux égales, et que ni l’influx ni l’efflux
ne sont stimulés par contre-échange avec du phosphate non radioactif du côté trans.
Par contre, les données obtenues par Clottes et coil. (41) en utilisant la
diffusion lumineuse montrent une courbe de saturation de forme sigmoïdale avec un
nombre de Hill de 2,3 et un K1 de 45 mM. ce qui suggère l’existence soit d’une
protéine allostérique, soit de plusietirs transporteurs de phosphate.
Les mesures du transport de phosphate effectuées entre 15 et 35° C avec le
F$RFA donnent un graphique d’Arrhenius linéaire et une faible valeur d’énergie
d’activation Ea = 12.4 + 2,1 kcal x mof’ (31). Des expériences similaires de diffusion
lumineuse donnent un graphique OEArrhenius biphasique avec des énergies
dactivation de 46,9 kJ x moï’ (11.2 kcal x moF’) entre 4 et 24° C, et de 15,9 kJ x
moi1 (3,8 kcal x moï’) entre 24 et 49° C (41).
Il n’existe aucun inhibiteur connu du transport de phosphate dans le réticulum
endoplasmique. La chlorure de mercure et plusieurs inhibiteurs de la G6P-ase tels que
le vanadate ou la phiorizine n’ont aucun effet sur l’influx de phosphate (31).
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1.2.3. Transport de glucose sur microsomes
1.2.3.1. Systèmes classiques de transport du glucose
Le glucose est un nutrirnent essentiel et toutes les cellules le reçoivent
constamment du sang. Présentement, on connaît deux types de transporteurs de
glucose dans la membrane plasmique (44, 45). Les cotransporteurs sodium-glucose
SGLT (46) utilisent le gradient électrochimique de sodium pour transporter
activement le glucose et le galactose contre leur gradient de concentration. Les SGLT
assurent le transport du glucose dans l’intestin et sa réabsorption dans les néphrons.
L’inhibiteur classique de cette famille de transporteurs est la phlorizine. La deuxième
famille de transporteurs de glucose, GLUT (47, 48), facilite le passage de glucose
dans la direction de son gradient. Ces transporteurs sont stéréospécifiques, saturables,
et ont douze segments transmembranaires en hélice a avec les extrémités N et C-
terminales intracellulaires. Il y a plusieurs inhibiteurs spécifiques de cette famille
parmi lesquels la cytochalasine B, qui est un inhibiteur compétitif et efficace aux
concentrations de 0,1 — 7 tM (49, 50).
1.2.3.2. Études initiales du transport de glucose
Dans le RE, le glucose et le phosphate sont les produits de l’hydrolyse du G6P
et, en même temps, ils inhibent cette réaction (10). Il doit donc y avoir une voie de
relâchement de ces molécules puisque la production du phosphate inorganique par
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l’hydrolyse du G6P est linéaire en fonction du temps. Le transport du glucose dans le
RE n’a pas encore été clairement élucidé. Une différence évidente entre les
transporteurs de glucose de la membrane plasmique et le transport dans le RE est le
manque de stéréospécificité. Le L-glucose et plusieurs solutés aux structures
semblables à celle du glucose sont transportés à travers les microsomes de foie (51).
Meissner et Allen (51) ont montré que les microsomes sont relativement
imperméables au sucrose le transport est assez lent mais qu’ils sont vingt fois
plus perméables au glucose. Les espaces occupés par différents solutés radioactifs ont
été obtenus par extrapolation au temps zéro des courbes defflux représentant la
présence des solutés dans les microsomes en fonction de temps. L’espace apparent
occupé par le glucose (0,9 tl/mg protéine) correspond seulement à 36% de celui du
sucrose (2,5 pi/mg protéine). La différence ne provient pas de la possibilité que le
glucose n’aurait pas le temps de s’accumuler à l’intérieur des vésicules. Pour différents
temps d’incubation entre 30 min et 5 h, l’accumulation maximale a déjà été atteinte
après 30 min. Cette différence pourrait donc être la conséquence d’un efflux très
rapide de glucose, ce qui a amené les auteurs à proposer l’existence des deux voies de
transport de glucose, l’une rapide et l’autre lente, qui se retrouveraient dans deux
types de microsomes distincts : 70% des microsomes seraient très perméables au
glucose tandis que 30% auraient une perméabilité pour le glucose comparable à celle
pour le sucrose et seraient donc dépourvus du transporteur qui faciliterait le transport
de glucose dans les 70% de microsomes restants. Le fait que la radioactivité mesurée
provenait de l’intérieur des microsomes a été vérifié en perméabilisant la membrane
avec l’alaméthicine qui est un antibiotique formant des pores assez grands pour
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permettre le passage du glucose. L’expérience a montré qu’une très petite fraction du
glucose radioactif a été liée à l’extérieur des microsomes (51).
Le transport des acides aminés est charge
- dépendant: le L-glutamate et la L
lysine, qui ont des chaînes latérales chargées, occupent un espace apparent similaire à
celui du sucrose et sont donc transportés plus lentement que la L-leucine, un acide
aminé de taille voisine mais non chargé dont l’espace apparent est similaire à celui du
glucose. L’espace apparent occupé par des solutés radioactifs semblables au D-
glucose comme le L-glucose, le 2-déoxy-D-glucose, le D-mannose et le D-mannitol
est de l’ordre de celui du D-glucose (entre 0,85 et 1 ,0il/rng protéine), de même que
leurs taux d’efflux (51). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par une
technique indirecte, la diffusion lumineuse (52). Les ti,2 des flux d’entrée du D-
glucose, du L-glucose, du 2-déoxy-D-glucose, du D-mannitol, du D-fructose, du D-
galactose, du 3-O-Me-D-glucose, du Me-u-D-glucopyranose et du Me-13-D-
glucopyranose sont pratiquement identiques. L’acide ascorbique, contrairement aux
autres solutés chargés auxquels la membrane du RE est imperméable, pénètre dans les
microsornes de foie seulement 3-4 fois plus lentement que le glucose. Le glutathion
disulfide a un flux d’entrée dans le RE plus lent que le sucrose tandis que le
glutathion est perrnéant (53). Le transport des cations monovalents 86Rb et 22Na est
deux fois plus rapide que celui de glucose (51). K et C1 sont, eux aussi, perméants,
ce que démontrent les mesures en diffusion lumineuse, le Cf étant mieux transporté
que le K puisque, à l’ajout de valinomycine, le regonflement des microsomes et donc
le transport des deux ions est plus rapide (51). De plus, la membrane du RE pourrait
être très perméable aux ions H puisque le pH de sa lumière est égal au celui du
cytosol alors que d’autres organelles sont plus acides (54).
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Nilsson et cou. (55) ont étudié la perméabilité de la membrane du RE par
ultracentrifugation en incubant des microsornes de foie de rat en présence de solutés
radioactifs. Divers solutés non chargés de poids moléculaire jusqu’à 600 peuvent
passer à travers la membrane du RE mais les solutés chargés de poids moléculaire
plus grand que 90 sont imperméants. L’incubation des microsomes pendant deux
heures avec divers solutés non chargés de masses moléculaires comprises entre $0 et
580 — glycérol, glucose, sucrose, maltotriose, ouabaïne — résulte en une accumulation
de ces solutés qui représente 70-80% de l’espace intramicrosomal (55). Le fait que le
sucrose traverse la membrane des microsomes ne contredit pas les résultats obtenus
en diffusion lumineuse (52) qui indiquent que le sucrose est beaucoup moins
perméant que le glucose. En effet, la sédimentation des microsornes exige deux
heures de centrifugation en présence de sucrose tandis que le temps nécessaire pour
faire les expériences de diffusion lumineuse est de l’ordre de quelques minutes.
Toutefois, la membrane du RE forme une barrière, non seulement pour les grands
polymères comme l’inuline et le dextran, mais aussi pour divers solutés chargés
comme l’acétate, le mévalonate (55), le magnésium, le PIPES (acide piperazine-N,N’
bis-2-ethanosulfonique) (23), le M6P et le G1P (51).
Même si les résultats ne permettent pas de prouver l’existence d’un seul
transporteur ou la possibilité que différents solutés perméants soient transportés par
plusieurs canaux, Meissner et Allen (51) considèrent l’hypothèse d’un transporteur
unique avec un diamètre de 7-8 Â qui serait sélectif pour les solutés non chargés en
fonction de leur taille. Les mesures d’efflux ont montré que les solutés qui ont des
rayons de van der Waals croissants comme le D-glucose, la N-acetyl-D-glucosamine
et le sucrose ont des perméabilités décroissantes, indiquant que les solutés plus petits
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sont le mieux transportés. Par contre, les solutés chargés comme la glucosamine et le
gluconate, qui sont plus petits que le glucose, le magnésium, le sulfate et l’oxalate,
sont moins perméants, ce qui suggère une sélectivité du transporteur en fonction de la
densité de charge.
1.2.3.3. Controverses cinétiques
Une méthode indirecte qui a été utilisée pour vérifier la perméabilité des
microsomes de foie de rat est la mesure de l’activité de l’hexose-6-phosphate
déhydrogénase (56). En présence de NADP ou de NAD, l’hexose-6-phosphate
déhydrogénase, dont le site fait face à la lumière du RE, présente une activité latente,
c’est-à-dire que son activité sur le G6P est plus grande quand les microsomes ont été
perméabilisés avec un détergent. Toutefois, l’activité de l’enzyme en présence de G6P
est significative dans les microsomes intacts. Par contre, avec le glucose comme
substrat, l’enzyme glucose déhydrogénase est activée seulement dans les microsomes
perméabilisés. L’absence d’activité détectable dans des vésicules intactes a été
interprétée par les auteurs comme preuve de l’imperméabilité des microsomes au
glucose. L’impossibilité de mettre en évidence, par les expériences de Romanelli et
coll. (56), une accumulation du glucose radioactif par mesures directes de transport a
semblé confirmer cette hypothèse. Cependant, ces résultats peuvent aussi être
expliqués par l’utilisation inappropriée du mannitol comme marqueur d’espace
puisque ce soluté est aussi perméant que le glucose (51).
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En utilisant la technique de filtration rapide, St-Denis et col!. (57), après
l’incubation des microsomes en présence de G6P et l’inhibition de la G6P-ase avec
une concentration saturante de vanadate, ont mis en évidence un efflux de glucose
avec un t112 de 30-50 s qui ne semble pas saturable jusqu’à 20 mM. Parce que l’influx
du glucose n’a pas pu être démontré à cause de l’utilisation du mannitol comme
marqueur d’espace, il a été conclu que le transport de glucose est unidirectionnel et
qu’il est étroitement lié à l’activité de la G6P-ase. Par la même technique, mais en
absence de marqueur d’espace, Xie et coll. (31) ont démontré l’existence d’un influx
de glucose qui a un t112 semblable à celui d’efflux. La valeur déterminée de l’énergie
d’activation d’influx de glucose est de 8,1 + 0,2 kcal x moF1. Par contre, les études de
diffusion lumineuse (52, 41) ont montré que l’influx de glucose est rapide, avec un
tu2 de 4,3 + 0,6 s à 25 mM glucose, et saturable avec un KM de 33 mM. L’énergie
d’activation est de 31,2 kJ x moF’ (7,5 kcal x moF1) entre 4 et 20° C et de 18,9 kJ x
moF1 (4,6 kcal x moi’) entre 20 et 40° C.
Récemment, l’existence d’un transporteur rapide et bidirectionnel de glucose à
travers la membrane du RE dans des cellules hépatiques a été confirmée par des
études utilisant la technique de FRET (58). Les auteurs proposent un modèle
cinétique de transport saturable avec une vitesse maximale de 1,2 mM/s et une
constante de Michaelis-Menten de 1,9 mM. Toutefois, même si ces paramètres sont
compatibles avec les données expérimentales, ils ne sont pas estimés à partir des
résultats expérimentaux mais fixés dès le départ dans les équations théoriques du
modèle.
Les résultats des expériences sur l’inhibition du transport de glucose dans le
RE sont en général contradictoires et dépendent de la technique utilisée. Meissner et
Allen (51) ont trouvé que le traitement des microsomes avec 1 mM de DIDS ralentit le
transport du sucrose, du glucose et du gluconate. Par contre, St-Denis et coll. (57),
dans les mesures du transport par FSRFA, ont utilisé le DIDS et d’autres inhibiteurs
de l’activité G6P-ase comme le vanadate, NaC1, Naf et la phlorizine pour induire
l’efflux du glucose des microsomes préalablement incubés en présence de G6P. La
phlorétine, qui a été proposée comme inhibiteur du présumé Glut 7 (29), a le même
effet. Toutefois, les expériences en diffusion lumineuse (52) ont montré une
inhibition partielle du transport du glucose par le DIDS (5OtM), la cytochalasine B
(250 jiM) et la pentamidine (50 tM). L’influx d’autres monosaccharides comme le L-
glucose, le 2-déoxy-D-glucose et le D-maimitol a été aussi inhibé par la pentamidine.
Les études de Bânhegyi (59) utilisant une méthode de filtration rapide
montrent que les inhibiteurs du transport de glucose à travers la membrane plasmique
tels que la phlorétine, la cytochalasine B, la génistéine et la pentarnidine n’ont pas
d’effet sur l’efflux du glucose du RE. Par contre, les expériences des mêmes auteurs
en diffusion lumineuse indiquent un effet inhibiteur de la phlorétine et de la
génistéine. Le N-éthyl maléimide à une concentration de 0,1 mM inhibe partiellement
l’influx et l’efflux du glucose mis en évidence par filtration rapide (59), mais n’induit
aucun effet dans les expériences en diffusion lumineuse (41). Les auteurs expliquent
cette contradiction par l’existence de deux types de transport: un rapide, sensible aux
inhibiteurs et qui ne pourrait être mis en évidence qu’en diffusion lumineuse, et un
autre lent, insensible aux inhibiteurs potentiels et qui ne peut être étudié que par
filtration rapide. Selon cette hypothèse, pendant la préparation des microsomes,
l’homogénéisation du foie a comme résultat la fragmentation de la membrane du RE
en vésicules qui contiennent les transporteurs de glucose et de phosphate et d’autres
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qui ne contiennent que l’un ou l’autre des deux (Fig. 1.7.). Après une incubation avec
le G6P, une partie des microsomes qui ont un transporteur spécifique de glucose
gardent à l’intérieur seulement le phosphate, tandis que le reste des microsomes ne
perdent pas le glucose par cette voie rapide.
Fragmentation du RE
Ii
Incubation en présence
de G6P
GIc-6-I’ CIc-6-P Glc-(-P
Après filtration
Fig. 1.7. Fragmentation du réticulum endoplasmique. Glc — glucose, Glc-6-P —
glucose-6-phosphate, Pi — phosphate inorganique. Tiré de van Schaffingen et coll.
(13).
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CHAPITRE II
PROBLÉMATIQUE ET OBJECTIFS DE RECHERCHE
2.1. Problématique de recherche
En fonction de la technique utilisée, les résultats des expériences sur le
transport de glucose dans le RE de foie sont qualitativement différentes et ont conduit
à la formulation de conclusions distinctes, soient l’existence d’un pore perméable au
glucose et à d’autres solutés (31) ou la présence dans la membrane du RE d’un
transporteur facilité spécifique(52). Une explication simple à de cette différence peut
être trouvée en supposant l’existence d’une hétérogénéité des microsomes (59).
Cependant, avant de comparer directement les résultats obtenus avec les tecimiques
de diffusion lumineuse et de filtration rapide pour conclure à l’existence de deux
systèmes de transport distincts, il faudrait sérieusement se poser la question de savoir
dans quelle mesure les conditions expérimentales pourraient influencer les résultats
obtenus.
La perméabilité de la membrane du RE à divers solutés de poids moléculaire
inférieur à 600 Da et, surtout, le fait que le t112 du transport du L-glucose soit égal à
celui de transport de D-glucose ont conduit à proposer l’hypothèse que la membrane
du RE contient un pore non spécifique plutôt que deux transporteurs spécifiques pour
le glucose et pour le phosphate (55, 31). Le fait que le ti,2 du transport de glucose
obtenu en utilisant la diffusion lumineuse soit beaucoup plus rapide que celui obtenu
dans les expériences de filtration rapide pourrait être expliqué, du moins en partie, par
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les différences entre ces deux techniques dans le cas où le glucose passe à travers un
pore. En effet, la technique de filtration rapide permet une mesure directe de la
perméabilité d’un soluté qui se fait dans des solutions d’osmolalité constante et, donc,
à volume constant. Par contre, la technique de diffusion lumineuse est une approche
indirecte, où la mesure du transport de ce soluté est basée sur la variation du volume
des vésicules et,donc, n’est pas nécessairement indépendant des flux d’eau. Ainsi, les
équations de Kedem et Katchalsky (équations 2.1, 2.2 et 2.3) montrent que le flux de
soluté (J) est relié au flux volumique (J.,,) par le coefficient de réflexion (u) du soluté
perméant.
J.,, = Lj,, (RTAC,,, + uRTAC) (2.1)
= Fz-1C +
— ) C J.,, (2.2)
= AC/Ïn (C1/C2) (2.3)
où L et P sont les coefficients de perméabilité osmotique et du soluté, A C,,, est le
gradient de concentration total de toutes les espèces imperméantes, AC est le gradient
de concentration du soluté perméant, C, est la valeur moyenne de la concentration du
soluté perméant à l’intérieur de la membrane, Cj et C2 sont les concentrations du
soluté perméant aux faces respectivement externe et interne de la membrane. La
valeur du coefficient de réflexion u indique si l’eau et le soluté passent à travers le
même transporteur (u = O), sont transportés à travers des voies partiellement
partagées (O <u < Y), ou utilisent des voies complètement distinctes (u = Y).
Donc, dans le cas où u 1, le soluté perméant est entraîné par l’eau, ce qui
implique que le flux de soluté mesuré à volume variable est plus grand que celui
mesuré à volume constant (équation 2.2). En plus, les résultats obtenus en diffusion
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lumineuse dépendent des caractéristiques des vésicules. Pour une mesure précise du
transport d’un soluté perméant, il y a plusieurs paramètres à déterminer. La variation
du volume suite à un choc osmotique induit par un soluté perméant, en tenant compte
des équations de Kedem et Katchalsky, a été décrite par Verkman et coll. (60) par les
équations
dV(t)
= —,1,L,, [C,,,, 1
— V(t) — (t) — c
)J (2.4)
d[vQ)C,, (t)]
s. [c - c,, (t)]+ dVQ) [c + C,, (t)] (2.5.)
où V représente le volume des vésicules, t le temps, ii,, le volume molaire partiel de
l’eau, C,,,, la concentration du soluté imperméant des deux côtés de la membrane à
t=0, V0 le volume initial des vésicules, C,, la concentration du soluté perméant à
l’intérieur des vésicules, C° la concentration du soluté perméant à l’extérieur des
vésicules, $ la surface des vésicules, P le coefficient de penriéabilité du soluté
perméant et où L,, et u ont la même signification que dans les équations 2.1 et 2.2.
Dans le cas d’une variation linéaire de l’intensité de la lumière diffusée avec
le volume des vésicules selon l’équation
1(t) = A[V(t) + ÔC,,(t)/C,,(t = + 3 (2.6)
où I représente l’intensité de la lumière diffusée, A et 3 des constantes et ô est une
constante qui caractérise le changement de l’indice de réfraction avec la concentration
du soluté imperméant. Une régression non linéaire des équations 2.4, 2.5 et 2.6.
permettrait de déterminer les paramètres L,,, P, u, ô, A et B. Toutefois, les données
expérimentales ne sont pas suffisamment précises pour pouvoir résoudre trois
équations différentielles avec six paramètres ajustables (60). Il est néanmoins possible
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de déterminer le coefficient de réflexion u d’un soluté perméant indépendamment des
autres paramètres. Ainsi, u peut être calculé a partir de la concentration de soluté
perméant nécessaire pour contrebalancer la concentration interne d’un soluté
imperméant (pour lequel u 1), c’est-à-dire pour qu’il n’y ait pas de changement de
volume (60).
En résumé, tandis que la filtration rapide permet d’effectuer des mesures
directes de transport, la diffusion lumineuse est une technique indirecte où les
résultats dépendent de l’effet d’entraînement du solvant et des caractéristiques des
microsomes. De plus, les deux techniques n’ont pas été employées en conditions
semblables en ce qui concerne le tampon utilisé. Dans les expériences de diffusion
lumineuse de Marcolongo et coll. (52), les microsomes sont resuspendus en 100 mM
de KC1, 20 mM de NaC1, 1 mM de MgC12 et 1 mM de Mops, tandis que dans les
expériences de filtration rapide de Xie et coll. (31), le milieu d’incubation des
microsomes contient 50 mM de Hepes Tris et 250 mM de sucrose. Pour pouvoir
comparer les résultats des deux techniques, les expériences devraient être refaites en
conditions semblables.
Les mêmes considérations sur l’entraînement du glucose par l’eau dans les
expériences de diffusion lumineuse et l’utilisation des tampons différents s’imposent
dans le cas de la controverse concernant la nature saturable ou non saturable du
transport du glucose (52, 57). En plus, les propriétés osmotiques des microsomes
n’ont pas été déterminées avant de tester la réponse au différents chocs osmotiques
induits par le glucose.
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2.2. Objectifs de recherche
Le premier but de ce projet de recherche à été de déterminer si le transport du
glucose correspond à une diffusion passive ou facilitée. Il y a deux arguments en
faveur d’un transport facilité de glucose dans le RE. Premièrement, les expériences en
diffusion lumineuse montrent une inhibition partielle du transport du glucose par la
pentamidine et par le DIDS (52), mais, parce que le transport de glucose est influencé
par celui d’eau, ces inhibiteurs pourraient en fait agir sur le flux d’eau.
Deuxièmement, les études de Marcolongo et cou. (52) suggèrent que l’influx de
glucose est saturable, tel que montré par la réponse osmotique des microsomes suite à
l’addition de D-glucose en utilisant la technique de diffusion lumineuse. Toutefois,
parce que l’intensité de la lumière mesurée à différentes concentrations de glucose
n’est pas directement proportionnelle au choc osmotique imposé, ces études sont
aussi compatibles avec le fait que les microsomes pourraient être des osmomètres
imparfaits, c’est-à-dire ne pouvant pas rétrécir en deça d’un volume minimum à cause
des contraintes physiques. Par conséquent, ces expériences ont été refaites à choc
osmotique constant de 200 mOsm induit par des concentrations variables de D
glucose et de sucrose considérés comme respectivement l’espèce perméante et
l’espèce imperméante.
Le deuxième but du projet a été de tester l’hypothèse que le glucose et le
phosphate partagent pour leur transport, avec l’eau et une variété de solutés
organiques et inorganiques, une structure commune de type pore. Plusieurs tests ont
été réalisés dans le but de trouver d’autres solutés qui pourraient partager la même
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voie de transport (maltose, raffinose, G6P, M6P. Hepes, KC1, NaC1). De plus, dans
les bicouches lipidiques, l’énergie d’activation pour le transport d’eau est de l’ordre
de 11-15 kcal/rnol (60). Dans le cas d’un pore perméable aux solutés organiques et
inorganiques, l’énergie d’activation est beaucoup plus faible. Pour cette raison, les
caractéristiques du transport de glucose et d’eau ont été déterminées à différentes
températures pour évaluer les énergies d’activation de leurs routes de transport
respectives.
Les expériences de Xie et coll.(3 1), qui indiquent que la plus grande partie du
G6P hydrolysé par la G6P-ase ne pénètre pas à l’intérieur des microsornes, remettent
en cause le modèle classique de transport du substrat. Le troisième objectif de ce
projet a donc été de déterminer si le G6P est transporté de façon conséquente par les
microsomes et, si oui, si son transport se fait via un pore membranaire partagé avec
d’autres solutés ou via un transporteur spécifique.
CHAPITRE III
MATÉRIEL ET MÉTHODES
3.1. Matériel
Les G6P et M6P mono et di sodium, le phosphate de sodium, le glucose, le
sucrose, le raffinose, le maltose, le mannitol, l’imidazole, le KC1, le NaC1, le Tris,
l’Hepes, le CHAPSO, le HC1, le HgC12, l’éthanol, la cytochalasine B, la phiorétine, la
phlorizine, l’acide chlorogénique, le DIDS, la pentamidine, le chloroforme et le
“protease inhibitor cocktail” ont été achetés chez Sigma Aldrich (St-Louis, Missouri,
USA).
Le phosphatidyléthanolamine (PE) et la phosphatidylcholine (PC) en
chloroforme à 10 mg/ml, de même que le cholestérol en poudre, ont été achetés chez
Cederlane (Homby, Ontario, Canada).
Le 3H-glucose avec une activité spécifique de 31.0 Ci/mmol et le Beta Blend
ont été achetés chez MP Biomedicals (Irvine, Calif, USA).
Le “EnzCheck Phosphate Assay Kit” a été acheté chez Molecular Probes
(Eugene, Or., USA).
3.2. Préparation des microsomes
Des rats Wistar mâles d’environ 250 g ont été soumis à un jeûne de 12 heures
avant d’être euthanasiés au C02. Le foie a été perfusé avec une solution saline glacée
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(9 g NaC1 par 1 litre d’eau) contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases, puis
homogénéisé avec un mélangeur et un homogénéisateur Dyna-Mix de Fisher
Scientific dans un tampon contenant 50 mM de Hepes Tris pH 7,3 et 250 mM de
sucrose dans un rapport de 4 ml de tampon par g de foie. Le mélange a été centrifugé
10 min. à 4 °C à 1 000 x g. Le surnageant a été centrifugé 20 min. à 4 °C à 12 000 x g.
Ensuite, le surnagent a été centrifugé une heure à 4 °C à 100 000 x g et le culot a été
resuspendu en 10 mM Hepes Tris, pH 7,3 ou en 10 mM imidazole i-ICi, pH 7,3.
Après une dernière centrifugation d’une heure à 100 000 x g à 4 °C, le culot a été
resuspendu dans le même tampon (10 mM imidazole ou 10 mM Hepes Tris) et les
microsornes ont été aliquotés et congelés en azote liquide.
3.3. Approches expérimentales
3.3.1. Dosage colorimétrique du phosphate
La quantité de phosphate libéré par l’hydrolyse du G6P a été mesurée à l’aide
du “EnzCheck Phosphate Assay Kit”. La réaction de base de cette méthode de mesure
quantitative de P est la transformation du substrat MESG (2-amino-rnercapto-7-
méthylpurine ribonucléoside) en présence de P et de l’enzyme PNP (purine
nucléoside phosphorylase) en ribose 1-phosphate et 2-amino-6-mercapto-7-
méthylpurine (Fig. 3.1). L’absorbance maximale du substrat est à 330 nm et celle du
produit à 360 nm.
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Fig. 3.1. Principe du dosage colorimétrique du phosphate (selon la Fig. 10.5 du
catalogue de Molecular Probes). Substrat: MESG (2-amino-mercapto-7-
méthylpurine ribonucléoside), enzyme: PNP (purine nucléoside phosphorylase),
produits de la réaction : ribose 1 -phosphate et 2-amino-6-mcrcapto-7-méthylpurine.
HO OH
HO OH
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Pour pouvoir calculer la vitesse d’hydrolyse du G6P, il est nécessaire de
construire une courbe étalon. Les échantillons de 1 ml contiennent entre 5 et 150 1iM
de phosphate inorganique (Pi), 200 tM MESG, lU PNP, 50 mM Tris HC1, pH 7,5 et
1 mM MgC12. Après une incubation de 30 min à 22° C, l’absorbance des échantillons
et d’un blanc (qui ne contient pas de P) est lue à 360 nm, ce qui permet de déterminer
la pente de la relation linéaire entre l’absorbance et la concentration de P.
Cette méthode permet de mesurer la quantité de P libérée en fonction du
temps et donc, la vitesse d’hydrolyse du G6P par la G6P-ase présente dans les
microsornes. Pour ce faire, l’absorbance des échantillons est mesurée pendant 5 min
(à raison d’une mesure à chaque 30 s) avec un spectrophotomètre de type Beckman
DU 7400. Les échantillons, contenant 200 tM MESG, i U PNP, 50 mM Tris HC1,
pH 7,5, 1 mM MgC12 et les microsomes à une concentration finale de 0,25 mg/ml de
protéines, ont été incubés sur glace pendant 10 min. Le G6P (ou le M6P), à
différentes concentrations finales, a été ajouté juste avant de commencer à mesurer
l’absorbance dans les échantillons réchauffés à la température de la pièce.
Pour déterminer la vitesse d’hydrolyse du G6P et du M6P en présence de
détergent (Tableau I, Chapitre IV), les microsomes ont été incubés sur glace avec
différentes concentrations de détergent pendant 30 min. Le G6P et le M6P ont été
utilisés à une concentration finale de 2 mM.
Pour déterminer les paramètres cinétiques de l’hydrolyse de G6P (Fig. 4.1),
les concentrations de G6P utilisés ont été de 0,1 à 5 mM.
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3.3.2. Teclmique de diffusion lumineuse
Les expériences de diffusion lumineuse ont été faites en utilisant un appareil à
flux interrompu (Hi-Tech Scientific Co., Salisbury, UK) et un spectromètre de type
Spex fluorolog CM-3 (Jobin Yvon Koriba, Edison, NJ, USA). Une des deux
seringues a été remplie avec une suspension de microsomes en Hepes Tris 10 mM pH
7,3 à une concentration de 0.4 mg de protéines par ml. L’autre seringue a été remplie
avec une solution hyper-osmotique de divers solutés (sucres ou ions en fonction de
l’expérience). L’intensité de la lumière diffusée et mesurée à 90° a été enregistrée à
450 nm et à une fréquence variant entre 10 et 400 Hz avec un photomultiplicateur.
Les expériences ont été faites à la température ambiante ou à températures croissantes
de 15 à 40° C. Dans ce dernier cas, la température a été maintenue constante avec un
bain à eau circulante et mesurée avec un thermocouple. Après chaque changement de
température, un délai de 15 min a été respecté pour s’assurer que tout le système est à
la même température.
3.3.3. Technique de filtration rapide
Les expériences de filtration rapide sont réalisées avec un appareil à filtration
et à échantillonnage rapides (breveté aux USA et au Canada en tant que fSRFA, fast
sampling, rapid filtration apparatus, (61)) qui représente une version beaucoup plus
rapide (jusqu’à 4 prélèvements par seconde) de la technique de filtration manuelle. Le
montage expérimental est présenté dans la figure 3.2.
jLes microsomes, placés dans une pipette (fig. 3.2), sont injectés à l’aide d’un
piston actionné par air comprimé dans la chambre d’incubation qui contient le
substrat. Le mélange est agité par un barreau magnétique. La température est
maintenue constante par un bain d’eau circulante et mesurée par un thermocouple
placé dans la chambre d’incubation. Dans la partie inférieure de la chambre il y a un
petit orifice toujours ouvert.
C
Fig. 3.2. Ensemble injecteur et chambre d’incubation du fSRFA: A- aguille qui
contrôle l’injection, B- signal électrique pour le contrôle automatisé, C- circuit d’eau
thermostatée, D- thermocouple permettant le contrôle de la température à l’intérieur
de la chambre, E- cellule photoélectrique mesurant les temps de prélèvement. Tiré de
Berteloot et coll. (61).
A
B
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Un système à air comprimé et vide permet de retenir le liquide dans la
chambre avec une pression négative et de relâcher les échantillons (des petites
gouttes) sur les filtres à l’aide d’une pression positive. Le temps nécessaire pour
l’échantillonnage est mesuré par une cellule photoélectrique et il est directement
proportionnel au volume des échantillons. Cela permet de standardiser les
prélèvements pour un même temps et, donc, à un même volume (50 pi). En dessous
de la chambre d’incubation se trouvent 1$ unités de filtration mobiles connectées par
1$ tuyaux à la pompe à vide, ce qui permet le contrôle individuel de chaque filtre et la
synchronisation de l’étape de lavage avec l’étape d’échantillonnage selon une
séquence de temps prédéterminée, choisie en fonction de l’expérience effectuée. Le
lavage est automatisé et consiste en plusieurs remplissages des unités de filtration qui
ont reçu l’échantillon avec la solution d’arrêt suivies de filtrage. La radioactivité des
éléments retenus par les filtres dissous en Beta Blend a été mesurée avec un compteur
de type Beckman LS 6000 SC.
Dans les expériences de filtration rapide, la même solution (50 mM imidazole
et 250 mM mannitol, ou 50 mM irnidazole et 250 mM glucose, ou 50 mM Hepes et
250 mM sucrose) a été utilisée comme tampon de resuspension des microsomes et
solution d’arrêt (à 4°C). La même solution, contenant en plus 4 1iM de 3H-glucose, a
été utilisée dans la chambre d’incubation. La concentration de microsomes a été de
0,1 mg/ml. Les expériences ont été réalisées à la température de la pièce.
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3.3.4. Électrophysiologie en bicouches lipidiques planes
Le montage utilisé (fig. 3.3) est composé d’un amplificateur pour patch
clamp/BLM (BC-525C, Warner Instruments, Hamden, Conn., USA), un oscilloscope
digital (OS-3020, GoldStar, Korea), un filtre Bessel analogue (Frequency Devices,
Haverhill. Mass.. USA), un convertisseur analogue à numérique 2 kHz (TL-125
Labmaster. Axon Instruments, foster City, Calif., USA), un ordinateur personnel, des
électrodes Ag!AgCl et ponts d’Agar, un système d’agitation avec barreaux
magnétiques, une chambre trans de 1.8 ml et une chambre cis (cuvette Delrin) de 1 ml
avec un orifice circulaire de 250 jim, une cage de Faraday, une table pour amortir les
vibrations mécaniques et une lupe binoculaire 60x.
La solution de lipides utilisée a été préparée avec 70 ).I1 de
phosphatidyléthanolarnine (PE), 20 tl de phosphatidylcholine (PC) et 10 111 de
cholestérol dans du chloroforme à 10 rng/ml. Le chloroforme a été évaporé sous jet
d’azote pendant 15 min et 50 d de décane ont été rajoutés. La bicouche lipidique a
été peinte avec une pipette Pasteur (dont l’ouverture a été scellée) sur l’orifice de la
cuvette Deirin qui a été préalablement prétraitée avec la solution de lipides et séchée
pendant 20 min sous jet d’azote. Dans chaque compartiment. rempli avec une
solution aqueuse (1 M NaC1, 20 mM Tris HC1. pH 7,3 ou 1 M imidazole, pH 6.1). un
petit barreau magnétique a été placé pour mélanger les solutions rajoutées. La
capacitance des bicouches lipidiques (d’environ 200 pF) a été mesurée avant chaque
expérience pour s’assurer que c’était bien une bicouche plutôt qu’une multicouche
qui s’était formée. Un t1 de solution protéique à une concentration de 0,05 ig/pJ a été
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rajoutée dans la cuvette Delrin. Le courant a été enregistré à différents voltages. Les
traces ont été digitalisées, et les intensités des courants et les probabilités d’ouverture
ont été déterminées à l’aide des histogrammes d’amplitude. Les logiciels utilisés sont
axotape pour l’acquisition des données et pclamp6 pour l’analyse, les deux ayant été
achetés chez Axon Instruments, Foster City, Calif, USA.
Pont dagar
Électrode
Réservoir
Barreau magnétique
Cuvette en Delrin
Fig. 3.3. Montage utilisé pour l’étude électrophysiologique des protéines par
reconstitution en bicouche lipidique. Adapté de Schwartz et coll. (62).
CHAPITRE IV
RÉSULTATS
4.1. Intégrité des microsomes
4.1.1. Test de latence
Avant de mesurer le transport des différents solutés â travers la membrane du
RE, il est important de tester l’intégrité membranaire des microsomes utilisés. Pour ce
faire. on utilise une méthode basée sur le phénomène de latence de la G6P-ase. Sur
des microsomes intacts, la G6P-ase est spécifique pour le G6P et le M6P n’est
presque pas hydrolysé. La perméabilisation des membranes microsomales par de
faibles concentrations de détergent stimule l’hydrolyse du G6P d’approximativement
deux fois alors que l’hydrolyse du M6P devient comparable à celle du G6P (13).
Toutes les préparations de microsomes utilisées dans les expériences présentées dans
ce chapitre ont été testées pour ce phénomène de latence qui démontre que la G6P-ase
est active et que la membrane des microsomes est intacte.
Pour mesurer l’effet des détergents sur la membrane du RE et sur les vitesses
d’hydrolyse du G6P et du M6P. les microsomes sont incubés 30 minutes sur glace
avec différentes concentrations de détergents. Ils sont ensuite centrifugés à 1 0 x g
pendant une heure à 4°C pour ne garder que les microsomes perméabilisés dans le
culot et les séparer des protéines membranaires solubilisées. Le culot est resuspendu
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dans un volume égal au volume initial et la concentration des protéines encore
présentes est mesurée. Les microsomes incubés avec de faibles concentrations de
détergents, par exemple 0,1 % CHAPSO, sont perméabilisés parce que les vitesses
d’hydrolyse du G6P et du M6P augmentent alors que seul un très petit pourcentage de
microsomes a été solubilisé (Tableau I). Le fait que la vitesse d’hydrolyse du M6P en
absence de détergent est beaucoup plus petite que celle du G6P prouve que la
membrane des microsomes est intacte.
CHAPSO % des protéines Vitesse d’hydrolyse Vitesse d’hydrolyse
(%) solubilisées du G6P du M6P
(nmol x s x mg1) (nmol x x mg1)
0 0,00 0,801±0,065 0,176±0,003
0,1 0,74 0,860±0,287 0,841 ±0,124
0,2 30,65 1,232±0,104 1,192±0,026
0,4 45,72 1,192 ± 0,124 1,082 ± 0,078
0,8 41 02 1 023 ± 0,033 0,977 ± 0,059
1,6 45,81 0,971 ±0,085 0,104±0,072
Tableau I. Solubilisation des microsomes et vitesses d’hydrolyse du G6P et du M6P
en fonction de la concentration en détergent. Les valeurs présentées sont les
moyennes des trois valeurs expérimentales + DS (déviation standard).
4.1.2. Paramètres cinétiques d’hydrolyse du G6P
Les caractéristiques du transport et d’hydrolyse du G6P ont été déterminées
dans des études antérieures utilisant la technique de filtration rapide (33). La vitesse
initiale d’hydrolyse du G6P (y) a été mesurée à différentes concentrations de substrat
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[S] à l’aide d’une technique de dosage colorimétrique de phosphate qui n’avait jamais
été utilisée à cet effet auparavant (Fig.4.1). Ce protocole permet d’estimer la vitesse
maximale V,, et la constante de Michaelis-Menten KM (équation 4.1) pour les
comparer aux valeurs publiées dans la littérature et obtenues en utilisant d’autres
techniques.
= na[51 (4.1)
K, +[s]
La vitesse d’hydrolyse suit le même type de cinétique (Michaelis
— Menten)
que pour le G6P radioactif et les valeurs calculées de V,,ax (1,92 + 0,35 nrnol x s’ x
1.
E
‘0
o
E
C
Fig. 4.1. Vitesse d’hydrolyse du G6P en fonction de la concentration de G6P. Les
points représentent la moyenne de trois valeurs expérimentales ± DS.
I 2
[G6P] (mM)
3 4 5
A”)
mg’) et KAI (1,90 + 0,92 mM) sont du même ordre de grandeur que celles obtenues
par filtration rapide (V,,iay= 2.56 ± 0,11 rnnol x s’1 x mg’1 et KA] = 1.37 + 0,05 mM)
(33) bien que les erreurs engendrées par la technique colorimétrique soient plus
grandes.
4.2. Transport d’eau en diffusion lumineuse
4.2.1. Chocs osmotiques induits par le sucrose
Une technique couramment utilisée pour l’étude du transport de divers solutés
à travers la membrane du RE de foie est la diffusion lumineuse.
w
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p
o
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1.0
200 mM
150 mM
100 mM
75 mM
50 mM
25 mM
Fig. 4.2. Courbes de réponse au choc osmotique avec différentes concentrations de
sucrose. Chacune des courbes représente une moyeime de cinq courbes
expérimentales.
temps (s)
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Pour tester les caractéristiques osmotiques des vésicules utilisées, les réponses
au choc osmotique ont été enregistrées à différentes concentrations extérieures de
sucrose. Parce que le sucrose n’est pas très perméant, le rétrécissement des
microsomes pendant les premières deux secondes est le résultat d’une sortie d’eau.
Pour avoir des mesures plus précises sur une période de temps aussi courte, l’intensité
de la lumière diffusée a été mesurée à une fréquence de 400 Hz. À chaque
concentration du soluté, cinq courbes ont été enregistrées. Le volume des microsomes
rétrécit à cause du choc osmotique, ce qui se traduit par une augmentation de
l’intensité lumineuse (Fig. 4.2). Les courbes moyennes ont été rajustées pour qu’elles
commencent au même point, ce qui est justifié par le fait que le volume initial des
microsomes est le même pour toutes les courbes. Les courbes sont finalement
normalisées (Fig. 4.2).
Les cinétiques de changement de volume sont compatibles avec une équation
de croissance mono-exponentielle.
I=z\I(l—e’)+I0 (4.2)
où t est le temps, I est l’intensité de la lumière diffusée, AI est l’amplitude (c’est-à-dire
la différence entre l’intensité lumineuse à t = et l’intensité lumineuse à t = 0), k est
la constante de vitesse, et 1 est l’intensité de la lumière diffusée au temps zéro.
Les constantes de vitesse, trouvées pour chaque courbe à partir des données
brutes à l’aide de l’équation mentionnée (4.2.), varient linéairement avec l’osmolalité à
l’extérieur des microsomes jusqu’à une concentration d’au moins 200 mM du soluté
(Fig. 4.3.A). Cependant, la variation du volume en fonction du choc osmotique est
décrite par l’équation de Boyle-Van’t Hoff:
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(4.3)
où V est le volume des vésicules, V0 représente le volume minimum que les vésicules
peuvent avoir après le rétrécissement, K est une constante et °ex désigne l’osmolalité
à l’extérieur des vésicules. L’osmolalité à l’intérieur est constante (63).
Dans le cas où, en valeur absolue, la variation d’intensité lumineuse diffusée est
directement proportionnelle au changement de volume, elle devrait être inversement
proportionnelle à l’osmolalité, ce qui est le cas des microsomes de foie de rat (Fig.
4.3.3).
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Fig. 4.3. Variation (A) de la constante de vitesse apparente (k) en fonction de
l’osmolalité à l’extérieur des microsomes. et (B) de l’amplitude en fonction de
l’inverse de l’osmolalité à l’extérieur des microsomes. Les points représentent la
moyenne ± D$ des cinq constantes de vitesse ou des amplitudes des courbes de
réponse au choc osmotique.
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4.2.2. Énergie d’activation du transport d’eau
Les constantes de vitesse du transport d’eau ont été déterminées à différentes
températures afin d’évaluer l’énergie d’activation suite à des chocs osmotiques induits
par le sucrose (Fig. 4.4.A).
10A
35°C
B
4(]. -‘I 25 C
15°C 1,0 -
08 q t
Q) ‘ ‘
3) 0,6 ‘ 0,8-
E
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035
temps (s) T(K)
Fig. 4.4. Transport d’eau à différentes températures (A) et graphique d’Arrhéniu
correspondant (B). Chaque trace représente la moyenne de cinq courbe
expérimentales. Les barres d’erreur représentent la DS.
À partir du graphique d’Arrhenius (Fig. 4.4.B), la pente peut être utilisée pour
calculer l’énergie d’activation.
E = — 2,3(pente) cal mol’ (4.4)a 1,9$
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où 2,3 = ln(10) et 1,98 est le rapport entre la constante des gaz parfaits ($31 J x moF’
x K’) et la valeur en joules d’une calorie (4,1868 J). La valeur obtenue pour le
transport d’eau est de 2.22 + 0.12 kcal x mof’.
4.2.3. Inhibiteurs potentiels du transport d’eau
k(s1)
sans inhibiteur 3,09 ± 0,06
1% éthanol 3,18 ±0,11
pentamidine 4,31 ± 0,61
100 1.iM
cytochalasine B 3,17 ±0,06
250 iM
phlorétine 3,44 ± 0,19 *
500tM
DIDS 50 jiM 3,24 ±0,15
acide
chlorogénique 3,33 ± 0,26
5 mM
phiorizine 3,71 ±0,17*
500 tM
Tableau II. Constantes de vitesse du transport d’eau en l’absence et en présence
d’inhibiteurs potentiels. Le test apparié de Student. * p<O,OS. Les valeurs representent
la moyenne des cinq constantes de vitesse ± DS.
La lumière diffusée, suite à un choc osmotique avec 50 mM de sucrose, a été
enregistrée en absence et en présence de différents inhibiteurs potentiels. La courbe
expérimentale a été lissée avec l’équation 4.1. La constante de vitesse du transport
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d’eau ne baisse pas. ce qui démontre que les substances testées n’inhibent pas le
transport d’eau à travers la membrane du RE (Tableau II).
La constante de vitesse en présence de pentamidine, phiorétine ou phiorizine est
significativement différente de celle obtenue en absence d’inhibiteurs potentiels,
donc, dans ces cas, il y a une légère activation du transport d’eau. Il n’y a pas de
différence significative dans le reste des cas.
4.3. Transport du glucose en diffusion lumineuse
4.3.l.Analyse de la phase de regonflernent
La figure 4.5 montre la cinétique d’entrée du glucose à différentes
concentrations dans les microsomes de foie. La deuxième partie des courbes, qui
représente le regonflement des microsomes dû à la rentrée de glucose accompagnée
d’eau, a une cinétique compatible avec une équation de décroissance mono-
exponentielle.
I = AIe + I (4.5)
où t est le temps, I est l’intensité de la lumière diffusée. zil est l’amplitude c’est-à-dire
la différence entre l’intensité lumineuse à t = O et l’intensité lumineuse à t = , k est la
constante de vitesse, et 1 est l’intensité de la lumière diffusée au temps zéro.
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Pour vérifier si le transport du glucose est saturable ou non-saturable, la
réponse osmotique des microsomes a été enregistrée suite à un choc osmotique
constant tel qu’induit par des concentrations respectivement croissantes et
décroissantes pour le glucose et le sucrose.
4.3.2. Études du transport de glucose en fonction de la
concentration de sucrose rajoutée à osmolalité constante ou variable
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Fig. 4.5. Courbes de réponse au choc osmotique induit par différentes concentrations
de glucose. A. Chacune des courbes représente une moyenne de cinq courbes
expérimentales. B. Variation du t112 en fonction de la concentration extérieure de
glucose. Les points représentent la moyenne + DS des amplitudes des courbes
expérimentales.
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De façon inattendue, les résultats de cette expérience n’ont pas apporté les
informations espérées étant donné que le sucrose, pourtant considéré comme une
espèce imperméante, inhibe le transport du glucose (Fig. 4.6.A). Le ralentissement du
transport ne dépend pas de la concentration du glucose puisque le même phénomène a
été observé à une concentration constante du glucose et à des concentrations
croissantes de sucrose (fig. 4.6.3).
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Fig. 4.6. Effets du sucrose sur le transport du glucose à osmolalité constante (A) ou
variable (B). A. 1 - 200 mM glucose; 2 — 150 mM glucose + 50 mM sucrose; B. 1-
glucose 200 mM; de 2 à 7: glucose 200 mM + sucrose 5 mM (2), 10 mM(3), 15
mM(4), 20 mM(5), 30 mM(6), 50 mM(7). Chacune des courbes représente une
moyenne de cinq courbes expérimentales.
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4.3.3. Interférence avec d’autres sucres et l’Hepes Tris
Fig. 4.7. Ralentissement du transport du glucose par le raffinose et le maltose. A. 1-
glucose 200 mM; de 2 à 7: glucose 200 mM + raffinose 5 mM (2). 10 mM(3), 15
mM(4). 20 rnM(5), 30 rnM(6). 50 mM(7). B. 1-glucose 200 mM; de 2 à 7: glucose
200 mM + maltose 5 mM (2), 10 mM(3), 15 rnM(4). 20 mM(5), 30 mM(6), 50
mM(7). Chacune des courbes représente une moyenne de cinq courbes
expérimentales.
D’autres sucres, comme le raffinose (Fig. 4.7.A) et le maltose (Fig. 4.7.B). de
même que le tampon Hepes (Fig. 4.8), interfèrent également avec le transport du
glucose. Par contre, l’influx du mannitol est rapide et sa cinétique de transport a les
mêmes caractéristiques que celle de l’entrée du glucose (Fig. 4.9). Ainsi le
remplacement de 100 mM de glucose par 100 mM de mannitol conduit à une
A B
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cinétique de regonflement qui est presque superposée sur celle du glucose seul (Fig.
4.9).
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Fig. 4.8. Inhibition du transport du glucose par PHepes. 1 - glucose 200 mM. 2 -
glucose 150 mM + Hepes 50 mM. 3 - glucose 100 mM + Hepes 100 mM. Chacune
des courbes représente une moyenne de cinq courbes expérimentales.
to
0,8
glucose 200 mM
( 0.6
E glucose 100 mM mannitol 100 mM
0,2
maniel 100 mM
00
0 20 40 60 80 100 120
temps (s)
Fig. 4.9. Transport du glucose et du mannitol. Chacune des courbes représente une
moyenne de cinq courbes expérimentales.
53
4.3.4. Énergie d’activation du transport du glucose
Les constantes de vitesse du transport de glucose ont été déterminées à
différentes températures (Fig. 4.10.A).
La pente du graphique d’Arrhenius a été utilisée dans la formule 4.4 pour
calculer l’énergie d’activation. La valeur de l’énergie d’activation du transport de
glucose est de 2,12 ± 0,10 kcal x mof’. Même si le transport de glucose est beaucoup
plus lent que celui d’eau, les énergies d’activation sont du même ordre de grandeur.
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Fig. 4.10. Transport de glucose à différentes températures (A) et graphique
d’Arrhénius correspondant (B). Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes
expérimentales. Les points représentent la moyenne ± DS.
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4.3.5. Inhibiteurs potentiels du transport du glucose
Plusieurs inhibiteurs des transporteurs de type GLUT et de la G6P-ase ont été
testés dont plusieurs avait déjà été essayés dans un autre laboratoire (52). La plupart
de ces composés étant peu solubles dans l’eau, ils ont été solubilisés dans l’éthanol
puis ajoutés au milieu de sorte que la concentration finale d’alcool soit inférieure ou
égale à 1%.
Dans ces conditions, l’éthanol n’a aucun effet sur le transport de glucose (fig.
4.11 .A) et la cytochalasine B (fig. 4.11 .A), un inhibiteur classique du transport du
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Fig. 4.11. Transport du glucose en présence d’inhibiteurs potentiels. A. Glucose 200
mM + éthanol 1% (1); glucose 200 mM (2); glucose 200 mM + cytochalasine B 250
jiM (3); B. Glucose 200 mM (1) en présence de 50 tM DIDS (2), 500 jiM phlorizine
(3), et 100 jiM pentamidine (4). Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes
expérimentales.
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glucose par les systèmes GLUT de la membrane plasmique, n’affecte que
marginalement le gonflement osmotique. Par contre, une inhibition partielle a été
obtenue avec l’ajout de DIDS ou de phiorizine. Un bon inhibiteur du transport du
glucose dans le RE est la pentamidine (fig. 4.11 .B), mais le meilleur inhibiteur est la
chlorure de mercure (Fig. 4.12).
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ig. 4.12. Effet de HgC12 sur le transport du glucose. Chaque trace représente la
noyenne de cinq courbes expérimentales.
4.4. Transport du G6P et du M6P en diffusion lumineuse
Le RE est moins perméable au G6P qu’au glucose (Fig. 4.13.A), alors qu’il
est pratiquement imperméable au M6P (Fig. 4. 13.B). Une concentration de 30 mM de
G6P ou de M6P rajoutée à 200 mM glucose est suffisante pour ralentir le transport et
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pour obtenir des courbes de réponse osmotique respectivement semblables à celles du
G6P et du M6P seul (fig. 4.1 3).
Le transport du G6P est ralenti par le sucrose (Fig. 4.1 4.A), ce qui indique que
le glucose, le sucrose et le G6P traversent le RE par le même pore non spécifique. Le
M6P est peu perméant et, donc, on ne peut pas voir l’effet du sucrose sur son
transport (fig. 4.14.B). Cependant le fait qu’il inhibe le transport du glucose
(Fig.4.13.B) montre qu’il peut traverser le même pore.
(o
G)
(o
(o
o 2,25
‘G)
2,20
D
2,15
2,10
2,05
2,00
temps (s)
120
A B
2,55
2,50 ‘ -1JIMJ ‘J’tIWJJ_Ix 7;8
6
2,05
2,00
___________________________________________
20 40 ‘ 60 ‘ 80 ‘ 100 120
temps (s)
Fig. 4.13. Transport du glucose à différentes concentrations de G6P et de M6P. A. 1-
glucose 200 mM ; de 2 à 7: glucose 200 mM + G6P 5 mM (2), 10 mM(3), 15 mM(4),
20 mM(5), 30 mM(6), 50 mM(7), 8 - G6P 100 mM ; B. 1-glucose 200 mM ; de 2 à 7:
glucose 200 mM + M6P 5 mM (2), 10 mM(3), 15 mM(4), 20 mM(5), 30 mM(6), 50
mM(7), 8 - M6P 100 mM. Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes
expérimentales.
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4.5. Transport des ions
Le même effet du sucrose a été observé sur le transport de KC1, de NaCY et de
phosphate de sodium (Fig. 4.15). En présence de seulement 50 mM de sucrose, le
transport de ces ions devient aussi lent que celui du sucrose seul.
Le HgCI2, qui bloque complètement le transport de glucose, n’a pas d’effet sur
le transport des ions (fig. 4.16).
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fig. 4.14. Transport de G6P (A) et de M6P (B). Effets du sucrose et de HgC12.
Chaque trace représente la moyeime de cinq courbes expérimentales.
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Fig. 4.15. Inhibition par le sucrose du transport de KC1 (A), de NaCI (B) et de
phosphate de sodium (C). Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes
expérimentales.
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Fig. 4.16. Effet de HgC12 sur le transport de NaC1 (A), de KC1 (B) et de phosphate de
sodium (C). Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes expérimentales.
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4.6. Transport du glucose étudié par la technique de filtration
rapide
Une autre façon de déterminer les caractéristiques du transport de glucose
dans le RE est d’utiliser la teclinique de filtration rapide. Les t112 obtenus avec cette
technique sont plus longs que ceux déterminés en utilisant la diffusion lumineuse
(Fig. 4.6) (31). Le transport est apparemment plus lent parce que, dans les
expériences de filtration rapide, les microsomes sont habituelLement resuspendus dans
le même tampon que celui utilisé pour leur préparation (Hepes Tris contenant 250
mM de sucrose). Les expériences présentées antérieurement dans ce chapitre
montrent que le sucrose et le tampon Hepes Tris inhibent le transport de glucose d’où
la nécessité de rechercher un tampon adéquat.
06ose295mOsm
imidazole 295 mOsm
00
10 20 30 40 50 60
temps (s)
Fig. 4.17. Réponses après un choc osmotique constant en présence de glucose ou
d’imidazole. Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes expérimentales.
Les microsomes ont été resuspendus en 10 mM imidazole HCI, pH 7,3.
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La perméabilité des microsomes à plusieurs tampons a été mesurée et le plus
perméant est l’imidazole (Fig. 4.17) qui, de plus, est beaucoup plus perméant que le
glucose. En fait, le transport d’imidazole est si rapide qu’il compense
presqu’entièrement la sortie d’eau induite par le choc osmotique, d’où la faible
réduction de volume observée pour cette substance comparativement au glucose à
chocs osmotiques équivalents.
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Fig. 4.18. Transport du [3H]-D-glucose en présence de 50 mM d’Hepes Tris et de 250
mM de sucrose. Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes expérimentales
+DS.
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Tel que mesuré antérieurement par la technique de filtration rapide (35), le t112
du transport du glucose en présence de 50 mM Hepes et 250 mM sucrose est de 45 +
5 s (Fig. 4.1$). Cependant, en présence de 50 mM de tampon imidazole, il est de 10 —
16 s (Fig. 4.19). De plus, les t112 à 4 11M et à 250 mM glucose sont semblables (Fig.
4.19), ce qui prouve que le transport n’est pas saturable. Le fait que le maimitol ne
ralentit pas le transport de glucose a été vérifié en diffusion lumineuse (Fig. 4.9).
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Fig. 4.19. Transport du [3H1-D-glucose en présence de 50 mM d’imidazole et 250
mM de mannitol ou de glucose. Chaque trace représente la moyenne de cinq courbes
expérimentales ± DS.
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4.7. Électrophysiologie en bicouches lipidiques planes
Deux propriétés du transport de glucose déterminées dans les expériences
présentées, à savoir la faible valeur de l’énergie d’activation et l’inhibition par le
sucrose. suggèrent l’hypothèse de l’existence dans la membrane du RE dun pore à
structure et caractéristiques de transport semblables à celles de la maltoporine LamB
d’E. cou, une protéine qui permet la translocation des malto-oligosaccharides à
travers la membrane externe (64). La maltoporine a été insérée avec succès dans des
bicouches lipidiques. Elle est perméable aux ions avec une conductance unitaire de
160 pS (65) dans 1 M KC1 alors que le transport des ions est bloqué par différents
sucres (66).
Pour tester l’hypothèse de l’existence «un pore similaire dans le RE, on a
utilisé un extrait de protéine purifié de microsomes de foie de rat selon un protocole
utilisé pour purifier LamB (67). soit une chromatographie «affinité sur gel de
sépharose-amylose suivie d’une élution par le maltose. L’échantillon protéique
contient majoritairement une carboxylestérase telle qu’identifiée par séquençage N-
terminal et MALDI-TOF MS. Cependant, lorsque l’échantillon est mis en présence
d’une bicouche lipidique, dans une solution de 1 M NaC1, en tampon 20 mM Tris
HC1, pH 7,5 (ce sel étant choisi parce que les expériences de diffusion lumineuse
montrent qu’il est transporté très vite à travers le pore du RE (Fig. 4.15)), il apparait
un courant démontrant qu’il contient également un ou plusieurs transporteurs.
Pour éliminer tout courant qui pourrait passer à travers d’autres protéines
apparentées à des canaux ioniques connus, la solution de NaC1 a été changée pour
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1 M imidazole HC1, pi-l 6,1(à ce pH f imidazole est ionisé). L’effet des sucres sur le
transport des ions à travers les protéines insérées dans des bicouches lipidiques a été
testé pour déterminer si les flux d’imidazole observés dans les expériences de
reconstitution sont apparentés ou non à ceux observés précédemment dans les études
de diffusion lumineuse. Tel que montré par les expériences de diffusion lumineuse, le
transport d’imidazole est très rapide et inhibé par le sucrose (fig. 4.20).
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Fig. 4.20. Inhibition par le sucrose du transport d’imidazole. Chaque trace représente
la moyenne de cinq courbes expérimentales.Les microsomes ont été resuspendus en
10 mM imidazole HCI, pH 7,3.
En imidazole, deux types de cinétique ont été observés, l’une avec des
fermetures très brèves à zéro (fig. 4.21.A) et l’autre avec des périodes de fermeture
plus longues (Fig. 4.21.C). Le premier type de cinétique (Fig. 4.21.A). qui est présent
dans 70 % environ des expériences en irnidazole, est caractérisé par une conductance
moyenne de 99 + 7 pS avec une probabilité d’ouverture de 0,90 + 0,02 (Tableau III)
et un niveau de conductance plus grand (160 ± 13 pS) qui est atteint transitoirement.
Plusieurs expériences d’insertion ont présenté une cinétique semblable à celle de la
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figure 4.22.C, mais les niveaux de conductance variables (Tableau IV) ne permettent
pas dêtre sûr qu’il s’agisse de la même protéine et de faire la moyenne des résultats
obtenus.
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Fig. 4.21. Variation de l’intensité du courant électrique qui passe à travers des canaux
insérés dans des bicouches lipidiques et histogrammes d’amplitude. La barre marquée
F indique le niveau fermé des canaux. Deux types de cinétiques ont été obtenus (A et
C). Le voltage imposé est de — 60 rnV. La solution aqueuse utilisée est 1 M imidazole
HC1, pH 6,1.
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h ‘2 Pi P2 P3
(pA) (pA) (pA)
0 5,96 ± 9,60 ± 0,033 ± 0,898 ± 0,066 ±
0,42 0,77 0,01 1 0,022 0,021
Tableau III. Caractéristiques du transporteur à cinétique de type A. Intensité des
courants des niveaux fermés (j1) et des deux niveaux ouverts distincts (j2 et j3), et
probabilités respectives (Pi, P2 et p3). Le voltage imposé est de — 60 mV. Les valeurs
représentent la moyenne de 14 expériences ± DS.
Ii 2 Pi P2 P3
(pA) (pA) (pA)
0 11,76 16,24 0,067 0,488 0,067
0 12,68 16,84 0,032 0,642 0,326
0 5,31 9,03 0,118 0,362 0,52
0 4,93 9,83 0,072 0,315 0,613
0 12,52 17,41 0,013 0,512 0,475
0 2,90 7,16 0,010 0,150 0,840
0 11,76 16,24 0,067 0,488 0,067
Tableau IV. Caractéristiques du transporteur (ou des transporteurs) à cinétique de
type C. Intensité des courants des niveaux fermés (i1) et des deux niveaux ouverts
distincts (i2 et i3), et probabilités respectives (pi, P2 et p3). Le voltage imposé est de
-6OmV.
L’ajout de 100, 150 ou 200 mM de sucrose à une solution de I M imidazole
HCI pH 6.1 n’a pas eu d’effet dans les quatre expériences effectuées. Cependant,
l’agitation de la solution n’est pas suffisante pour bien mélanger le sucrose et
l’imidazole. Parce qu’une agitation trop intense peut briser la bicouche. une solution
de 1 M imidazole, 200 mM sucrose peut être utilisée dès le début de l’expérience.
Tableau V. Caractéristiques d’un transporteur en présence de 200 mM de sucrose. Le
voltage imposé est de — 60 mV.
Dans une première expérience, les niveaux de courant (Tableau V)
correspondent très bien aux moyennes calculées pour l’insertion dans I M imidazole
seul (Tableau III). Dans une deuxième expérience, la cinétique est semblable à celle
présentée dans la figure 4.22.C avec une pj de seulement 0,066.
(A)% (pA)
j2
6,03
f pA)
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CHAPITRE V
DISCUSSION ET CONCLUSIONS
5.1. Discussion
5.1.1. Hypothèse de 1hétérogénéité des microsomes
Tandis que le transporteur présumé du G6P a été cloné depuis plusieurs
aimées (68), les protéines qui pourraient être impliquées dans le transport du
phosphate et du glucose à travers le RE sont encore inconnues à ce jour. De plus,
l’utilisation combinée de microsomes (imposée par la localisation dans le RE de ces
transporteurs) et de deux approches expérimentales basées sur des principes
physiques distincts et utilisant des concentrations différentes de solutés dans le
milieu, ont contribué à alimenter une controverse concernant les caractéristiques du
transport de glucose. Les résultats présentés dans le chapitre précédent contiennent
des informations propres à expliquer ces divergences d’opinions.
Bânhegyi et coll. (59) ont essayé d’expliquer les différences entre les résultats
obtenus par les techniques de diffusion lumineuse et de filtration rapide en émettant
l’hypothèse que les microsomes formeraient une population hétérogène de vésicules
en regard des propriétés du transport de glucose et du phosphate. Cette supposition,
qui explique assez facilement pourquoi on obtient des tJ,2 plus longs avec la seconde
teclmique comparativement à la première, est fortement contredite par les résultats
obtenus par Xie et coll. (31) dans lesquels l’espace occupé à l’équilibre par le
glucose, mesuré suite à une incubation des microsomes en présence de 14C-glucose,
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prend une valeur de 5,4 ± 0,2 1l/rng protéine, tout à fait compatible avec la mesure
d’un espace aqueux total intramicrosomal de 3.6 à 4,7 pJ/mg protéine (52, 23).
Toutefois, même si l’accumulation du glucose apparait homogène dans ces
expériences, les t112 de 30
— 50 s (31, 57) qui y sont mesurés apparaissent beaucoup
plus grands que ceux obtenus en diffusion lumineuse (4-8 s). La découverte
inattendue que la présence de sucrose et de tampon Hepes Tris ralentit le transport du
glucose (fig. 4.7) explique maintenant en grande partie la cause de cette différence
entre les deux techniques. Dans les faits, l’allégation que les expériences de filtration
rapide ne peuvent mettre en évidence qu’un transport lent n’est ni justifiée ni vérifiée
parce que les t112 obtenus en absence de sucrose sont maintenant de même ordre de
grandeur que ceux obtenus en diffusion lumineuse (Fig. 4.20). En plus. une partie de
cette différence pourrait être due à l’entraînement du soluté par le flux d’eau.
Un élément clé dans les expériences de filtration rapide est la composition des
solutions d’arrêt. Le postulat de l’existence de deux voies de transport (59) ou
l’assertion que la technique de filtration rapide n’est pas appropriée pour l’étude du
transport de glucose reposent en fait sur des expériences dans lesquelles jusqu’à 80 %
du glucose accumulé dans les vésicules est perdu pendant les étapes de filtration et de
lavage. Se pose donc la question, dans le cas où le glucose est transporté à travers un
pore aqueux, de l’importance de l’osmolalité des solutions d’arrêt. En effet, une
explication possible de la perte massive du glucose dans les expériences précédentes
pourrait être attribuée à l’utilisation de solutions d’arrêt moins perméantes que le
milieu intramicrosomal, soit respectivement 250 mM sucrose comparativement à 100
mM KC1 plus 20 mM NaCl (59). Cette différence induitrait une sortie deau et des
ions. Dans le cas où il n’y a pas de gradient d’osmolalité ou de différence de
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perméance et où les solutions d’arrêt sont à 4°C pendant la filtration et les deux étapes
de lavage (conditions dans lesquelles les résultats présentés dans les figures 4.19 et
4.20 ont été obtenus) on perd seulement 11 % du glucose accumulé dans l’espace
intérieur des vésicules (35). L’utilisation optimale de la technique de filtration rapide
(osmolalité identique dans les milieux intra- et extra-vésiculaires, avec des solutions
d’arrêt maintenues à 4°C) permet de mettre en évidence un influx de glucose
compatible avec l’existence d’un seul t112 (Fig. 4.20), ce qui infirme l’hypothèse de
l’hétérogénéité des microsomes.
5.1.2. Caractéristiques du transport du glucose
Une autre controverse concerne la nature saturable ou non-saturable du
transport du glucose à travers le RE des hépatocytes de rat. Les études de Marcolongo
et coll. (52) suggèrent que l’influx du glucose, mesuré par la technique de diffusion
lumineuse, est saturable et qu’il serait donc le résultat d’un transport facilité. Avant
de conclure sur le type de transport, il faut considérer les phénomènes impliqués dans
la réponse des microsomes aux chocs osmotiques induits par des différentes
concentrations de solutés. Premièrement, l’amplitude du changement de volume
observée suite à un choc osmotique pendant la phase de rétrécissement n’est pas
complètement établie par la différence d’osmolalité entre les milieux externe et
interne. Ceci n’est vrai que pour les solutés imperméants comme le sucrose. Dans le
cas des substances perméantes, l’amplitude de la réponse osmotique n’est pas
seulement le résultat de la sortie d’eau suite au choc osmotique mais implique aussi
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l’entrée plus ou moins rapide du soluté perméant. À cause de ces deux phénomènes
simultanés de transport dans des directions opposées, l’amplitude de la réponse au
choc avec imidazole (qui est très facilement transporté à travers le RE) est beaucoup
plus petite que l’amplitude de la réponse au choc avec le glucose, elle-même étant
moindre que celle obtenue avec une différence d’osmolalité identique pour le sucrose
(Fig. 4.2 1). Par conséquent, l’utilisation d’une substance perméante comme le glucose
n’est pas adéquate pour étudier le transport d’eau indépendamment de celui du
glucose. Le même type de problème, à savoir l’existence d’un transport simultané
d’eau et de glucose, est également rencontré pendant la phase de regonflement. Pour
équilibrer l’intérieur des microsomes avec le milieu extérieur quand on utilise des
concentrations croissantes de glucose, les flux d’eau entraînés par l’entrée de glucose
sont aussi croissants. Il est impossible de conclure hors de tout doute que la cinétique
du transport du glucose soit de type Michaelis-Menten puisque le transport simultané
d’eau est aussi influencé par la variation de concentration de glucose.
5.1.3. Transport d’eau
En ce qui concerne le transport d’eau, la constante de vitesse k (équation 4.2)
est liée à la perméabilité à l’eau (P11) et à l’osmolalité à l’extérieur des vésicules (C0)
k= P1,V1AC0/V0 (5.1)
où J/, est le volume molaire de l’eau, A représente la surface des vésicules et Vo
désigne le volume initial des vésicules (69). La constante P1’ = P1(A/V0) peut être
utilisée pour décrire la perméabilité à l’eau sans connaître les dimensions des
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vésicules (60). Dans le cas des microsomes de foie de rat, la constante de vitesse k
varie linéairement avec l’osmolalité à l’extérieur des microsomes (Fig. 4.4.A), et la
valeur de la constante P1 ‘est de 3600 + $30 s. Cette valeur est très semblable à celle
des vésicules de membrane basolatérale rénale où P’= 3500 + 900 s (60).
5.1.4. Effet des sucres sur le transport du glucose et des ions
Le sucrose inhibe le transport du glucose, de même que celui de divers ions
perméants à travers la membrane du RE, ce qui est compatible avec l’existence d’une
structure de type pore très perméable au glucose, NaCI. et KO mais faiblement
perméable au sucrose. Ainsi, l’inhibition s’explique par le fait que la présence d’une
molécule de sucrose dans le pore empêche le glucose et les ions de passer.
Tandis que les expériences de diffraction de la lumière, qui sont faites à
volume variable et sont influencées par le transport d’eau, montrent un transport
saturable, les études d’Arion et coll. (42) ont mis en évidence le manque de
stéréospécificité du transport du glucose à travers le RE. ce qui suggère que le
transport se fait à travers un pore et exclut la possibilité de l’existence d’un canal de
type SGLT ou GLUT. Cette hypothèse est bien sûr compatible avec le fait que
différentes sucres (sucrose. maltose, raffinose), de même que le tampon Hepes Tris,
inhibent tous le transport du glucose (Fig. 4.7, Fig. 4.8 et Fig. 4.9).
Contrairement aux modèles acceptés présentement dans la littérature, qui
supposent l’existence des voies de transport distinctes pour le G6P (le transporteur
T1), le phosphate (T2), et le glucose (T3), les résultats présentés suggèrent l’hypothèse
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que le transport du glucose à travers le RE est probablement assuré par une protéine
unique de type pore qui serait perméable à l’eau, aux ions et à différents substrats
organiques et pourrait présenter des ressemblances structurales ou fonctionnelles avec
la protéine LamB d’E. cou.
La membrane des bactéries gram-négatives contient des pores non-spécifiques
avec une structure de type barillet 13 qui permettent le passage passif des solutés de
faible poids moléculaire (< 600 Da) (70). Un autre type de pore bactérien est un
transporteur spécifique qui a à l’intérieur un site de liaison permettant le passage de
ligands spécifiques. Un exemple de transporteur spécifique est LamB, qui facilite la
diffusion du maltose et des maltodextrines mais qui est aussi perméable au KC1. La
cinétique de transport des ligands spécifiques à travers LamB est de type Michaelis
Menten (70). L’existence d’un site de liaison est suggérée par le fait que le
transporteur est bloqué par différents maltooligosaccharides (71, 72). Cette propriété
confirme l’hypothèse de l’existence dans la membrane du RE d’un pore qui aurait des
ressemblances structurales et fonctionnelles avec LamB de E. coli.
La maltoporine LamB a une conductance unitaire de 160 pS tandis que la
protéine caractérisée dans cette étude a deux niveaux de conductance de 99 pS et 160
pS. La cinétique de la maltoporine a trois niveaux de conductance ce qui suggère une
structure de type trimère ,tandis que la protéine étudiée n’en a que deux. Il est assez
difficile de formuler une conclusion en ce qui concerne l’effet du sucrose dans les
expériences de reconstitution. Le manque d’effet pourrait être du à la dénaturation de
la protéine par le SDS ou à la présence d’une autre protéine que celle étudie en
diffusion lumineuse. Des résultats plus concluants pourraient être obtenus par
l’utilisation d’un échantillon de protéine plus pur qui pourrait être obtenu par des
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techniques différentes, comme par exemple l’insertion de fractions protéiques de
différents poids moléculaires suite à une séparation par électrophorèse sur gel de
polyacrylamide. Une expérience préliminaire de ce type a montré l’existence d’un
transporteur perméable à l’imidazole dans une fraction protéique de poids
moléculaires compris entre 100 et 120 kDa. Plusieurs tests seront nécessaires pour
vérifier ce résultat parce que l’activité obtenue n’a pas été assez stable, possiblernent
à cause de l’effet dénaturant ou déstabilisant du SDS utilisé pour la purification des
protéines.
1.1.5. Transiocon, une autre voie possible de passage du glucose
Une autre voie possible de passage pour divers solutés est le complexe
ribosome-translocon, un ensemble protéique hétéromérique formé des sous-unités
ribosomales 60s et 40s et d’un transiocon enfoui dans la membrane du RE qui
contient un pore permettant le passage des protéines (73). Un autre composant du
translocon (TRAM “the translocon associated membrane protein”) est également
nécessaire à la translocation de la plupart des protéines. D’autres composantes
comme Sec6lŒ, 13 et y ont été purifiées sous forme d’hétérotrimère. À part Sec 61 et
TRAM, qui sont les composantes de base du translocon, il existe d’autres protéines
qui se trouvent près du translocon ou qui s’y associent transitoirement. Étant donné
son rôle dans la translocation des polypeptides, le diamètre du pore est très grand, soit
de l’ordre de 40-60 À quand le ribosome est lié au RE et de 9-15 À quand le
translocon ne forme pas un complexe avec le ribosome. La conductivité de ce large
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pore aqueux serait de 115 p5 dans 45 mM de glutamate de potassium, tel que mesuré
dans la membrane du RE rugueux des cellules du pancréas de chien et dans la
membrane plasmique d’E. coli (74). Sur le côté luminal du translocon se lie une
protéine chaperone (BiP) qui empêche les solutés chargés de passer et fonctionne
comme une porte qui peut être ouverte par les polypeptides de plus de 70 acides
aminés (74). Toutefois, on a montré qu’un pore libre, qui n’est pas occupé par une
protéine en translation, peut laisser passer des molécules physiologiques (75) comme
le 4MŒG (4-méthylumbelliferyl a-D-glucopyranosyde) ou le Ca2, de même que des
molécules non-physiologiques comme les modificateurs de groupements SH
(maléimide biotine et maléimide propionyl biotine) (76).
Le 4MuG est une petite molécule polaire qui devient fluorescente après avoir
été coupée par l’Œ-glucosidase II qui se trouve spécifiquement dans la lumière du RE.
La membrane plasmique des cellules CHO-S, CHO-K1, HEK-293-F, BHK 21 et Hep
G2 est imperméable au 4-MŒG, mais l’ajout de 0,005% sodium désoxycholate résulte
en une perrnéabilisation sélective de la membrane plasmique et une accumulation de
4-MŒG dans le RE. La fluorescence augmente de 30-40% à l’ajout de puromycine qui
induit le relâchement des polypeptides incomplètement synthétisés par les ribosomes
et la libération des translocon (77).
Même si le transiocon permet le passage des petites molécules, les
microsomes de foie de rat sont presque imperméables à certains solutés de
dimensions plus petites que le diamètre du translocon, comme le sucrose ou le M6P.
La perméabilité du RE n’est pas établie par le transport à travers les translocons à
cause d’un mécanisme de “gating” qui permet le passage des petites molécules
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seulement quand le pore n’est pas bloqué par une protéine et quand un ribosome libre
reste lié au translocon (75).
5.1.6. Inhibiteurs
Les résultats concernant les inhibiteurs potentiels du transport de glucose
dépendent de la technique employée. En diffusion lumineuse, le flux de glucose est
partiellement bloqué par la cytochalasine B, le DIDS, la pentamidine, la phiorétine
(Fig. 4.12 et (52)), mais aucune de ces substances n’a un effet aussi marqué que le
HgC12 (Fig. 4.13) ou le sucrose (Fig. 4.7). Certains de ces inhibiteurs pourraient agir
comme le sucrose, c’est-à-dire en bloquant partiellement le pore, ce qui expliquerait le
fait que le HgC12 n’a pas d’effet sur le transport des ions qui ont des poids
moléculaires plus petits que le glucose (Fig. 4.17). Les expériences de filtration
rapide montrent qu’il n’y a pas d’inhibition de l’influx de glucose par la cytochalasine
B, la génistéine, la phiorétine (59), la phlorizine, l’acide chlorogénique, le vanadate et
le HgCl2 (31). La différence entre ces résultats peut être expliquée par le fait qu’une
inhibition seulement partielle est difficile à mettre en évidence dans des conditions où
soit la plupart du glucose intravésiculaire est perdue pendant les lavages (59), soit le
transport de glucose est déjà ralenti par l’ajout de 250 mM de sucrose (31), un effet
de ralentissement mis en évidence non seulement en diffusion lumineuse (Fig. 4.7)
mais aussi en filtration rapide (Fig. 4.19).
Une autre explication possible est basée sur les différences entre les deux
techniques notées précédemment. Dans les expériences de diffusion lumineuse, en
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présence d’un pore aqueux, on s’attend à avoir un effet d’entraînement du glucose par
les flux d’eau, ce qui n’est pas le cas dans les expériences effectuées par filtration
rapide où le volume des vésicules est constant. L’équation 2.2 (page 26) montre
qu’une inhibition des flux d’eau, donc une diminution de J, a comme résultat une
diminution de J et, par conséquent, une inhibition apparente des flux de glucose.
Pour vérifier directement si les inhibiteurs mentionnés agissent sur le transport d’eau,
la lumière diffractée a été enregistrée à une fréquence de 400 Hz après un choc
osmotique avec le sucrose, une substance presque imperméante. Les t112 semblables
du transport d’eau en présence et en absence des inhibiteurs infirment cette
hypothèse. Toutefois, les inhibitions partielles observées avec certains inhibiteurs
pourraient toujours indiquer l’existence de plus d’une voie de transport dans une
population homogène de vésicules.
5.1.7. Énergie d’activation
La mesure des énergies d’activation du transport d’eau et de glucose apporte
des informations supplémentaires pour étayer l’hypothèse que le glucose et l’eau, de
même que plusieurs ions, diffusent tous à travers le même pore. Les graphiques
d’Arrhenius pour le glucose et pour l’eau sont linéaires. La faible valeur de l’énergie
d’activation du transport d’eau (2,22 ± 0,12 kcal x moFt) prouve l’existence d’un pore
perméable à l’eau puisque le passage à travers la bicouche lipidique est caractérisé par
une Ea beaucoup plus grande (10-15 kcal x mol’) (60). L’énergie d’activation du
transport de glucose dans le RE a une valeur semblable de 2,12 ± 0,10 kcal x molt
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qui est beaucoup plus petite que celle de GLUT, 24 - 49 kcal x moï’ (78), ou celle de
SGLT, 40
- 45 kcal x mol’ (79). La valeur de l’énergie d’activation obtenue dans un
autre laboratoire (41) est plus grande que celle présentée ici, mais aussi plus petite
que les valeurs déterminées pour les transporteurs connus de glucose (78 et 79).
5.2. Conclusions et perspectives
À cause de la rapidité des flux, le transport du glucose ne peut pas être une
diffusion simple à travers la bicouche lipidique de la membrane du RE. Les résultats
présentés dans ce mémoire indiquent plutôt un transport passif à travers un pore
perméable à différents sucres, à l’eau et aux ions. De plus, l’inhibition du transport de
glucose et des ions par le sucrose, mise en évidence non seulement par la technique
de diffusion lumineuse mais aussi par la technique de filtration rapide, est compatible
avec l’existence dans le RE d’un pore de diamètre suffisamment grand pour assurer le
transport rapide de petites molécules et le passage plus lent de molécules de poids
moléculaires plus élevés comme le sucrose. Cela exclut la possibilité que le glucose
passe par le transiocon, un ensemble protéique qui permet le passage des protéines
puisque, dans ce cas, le diamètre très grand du transporteur aurait dû permettre un
transport rapide du sucrose.
Les caractéristiques de cette protéine qui transporte le glucose, à savoir la
faible valeur de l’énergie d’activation, de même que le manque de spécificité et de
stéréospécificité, sont très différentes de celles des canaux de type SGLT ou GLUT,
ce qui confirme une structure de type pore.
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L’étude du transport de glucose à travers le RE est loin d’être terminée et on peut
prévoir plusieurs directions de recherche. Le projet va être poursuivi avec la
purification du pore, ce qui va permettre de déterminer la localisation tissulaire du
transporteur et de son ARNm, son rôle physiologique, et les éventuelles dysfonctions
du système de la G6P-ase dans des souris KO. Une fois purifiée, le pore pourra être
incorporée dans des bicouches lipidiques et dans des liposomes pour déterminer les
propriétés de transport des ions, du glucose, du G6P et les effets des différents sucres
sur le passage des ions. Le blocage du courant ionique par des sucres (par exemple le
blocage du transport de KCL par le sucrose) pourrait être utilisé pour déterminer les
constantes d’association et de dissociation du sucre, comme dans le cas de LamB ($0,
$1, $2). Les séquences de blocage-déblocage des canaux génèrent des fluctuations de
courant qui peuvent être mesurées par la technique de reconstitution en bicouches
lipidiques planes. La densité spectrale de puissance des fluctuations de courant suit la
forme d’une courbe de Lorentz:
S(±) = S0 / (1 + f/f)2) (5.2)
où S0 est la valeur du plateau à la fréquence zéro et f est la fréquence de relaxation
pour laquelle l’amplitude est égale à la moitie de sa valeur S(f) = S0/2.
La dépendance linéaire entre f et la concentration [c] de sucre
k011 tc] + k0ff (5.3)
peut être utilisée pour déterminer la constante d’association k0 (qui est la pente du
graphique de f en fonction de [c]) et k0ff (qui est l’intersection avec l’axe des y).
L’equation 5.3 n’est valable que quand les canaux sont indépendants et quand la
concentration du sucre est assez petite pour qu’une seule molécule de sucre se trouve
à l’intérieur du transporteur.
$0
La constante d’équilibre de liaison du sucre est égale au rapport
K = k0/k0ff (5.4)
La constante daffinité K peut aussi être déterminée par des mesures de
conductance en absence (G(0)) et en présence de sucre(G(c))
(G(0) — G(c)) / G(0) = K[c] / (1 + K[c]) (5.5)
où {c] est la concentration de sucre.
En plus de mesurer les constantes cinétiques qui caractérisent la liaison de
différents sucres dans le cas de la forme sauvage du pore, l’analyse des fluctuations
permet de déterminer l’effet de différentes mutations sur la constante d’association et
sur la constante de dissociation.
Le fait qu’il y a des similarités de fonction entre le pore du RE et la
maltoporine de E. coli suggère qu’il pourrait y avoir aussi des similarités structurales
et donc que le pore du RE pourrait avoir un site de liaison du sucre. Dans ce cas il
serait intéressant d’étudier l’effet des mutations des résidus aromatiques et des résidus
polaires sur le passage de sucre. résidus qui sont importants dans le cas de LamB (83.
$4).
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